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O câncer de próstata é o segundo tipo de câncer mais frequente. 
Calicreínas teciduais e integrinas estão diretamente relacionadas com essa 
doença, interferindo na adesão celular, diferenciação e proliferação. Neste 
trabalho utilizamos as linhagens estabelecidas DU145 e PC3 de câncer de 
próstata para o estudo do efeito do inibidor de calicreína recombinante, 
rBbKIm, o qual contém em sua sequência primária o motivo RGD, proveniente 
do inibidor BrTI isolado de Bauhnina rufa.  
O meio condicionado da cultura de DU145 e PC3 tratadas com rBbKIm 
por 48 horas inibiu cerca de 95% a atividade hidrolítica de HD-Pro-Phe-Arg-
ρNa por serino proteases da família das calicreínas. 
 rBbKIm inibiu a viabilidade celular da DU145 (56%, 100 μM, 48 horas) e 
da PC3 (28%, 100 μM, 48 horas) e interferiu somente em 5% da viabilidade da 
linhagem de fibroblastos de líquido amniótico (100 μM, 48 horas). rBbKIm não 
inibiu a adesão das linhagens DU145 e PC3 sobre a fibronectina, laminina, 
colágeno I e IV. Embora rBbKIm não tenha interferido na migração de DU145 o 
inibidor reduziu em 38% o processo migratório da linhagem PC3 (100 μM) após 
23 horas de tratamento. Em relação ao efeito do inibidor sobre a morte celular 
DU145 e PC3 tratadas com de rBbKIm (50 e 100 μM, 24 e 48 h) induziu a 
morte celular por apoptose. Alterações no ciclo celular foram observadas na 
linhagem PC3 com parada do ciclo nas fases G0/G1 e G2/M. Não houve 
alteração no ciclo celular na linhagem DU145. Ambas as células externalizaram 
o citocromo c para o citoplasma quando tratadas com rBbKIm (50 e 100 μM) 
por 24 horas. No caso da PC3 observou-se a ativação de caspase-9 com 50 
μM de rBbKIm após 48 horas, não havendo ativação de caspase-3 enquanto 
que com a DU145 ocorreu ativação da caspase-3 e não houve ativação da 
caspase-9. 
Os peptídeos contendo a sequencia RGD e RGE não inibiram a 
viabilidade celular de DU145 e PC3. 
 Análises sobre o efeito de rBbKIm na viabilidade e migração da linhagem 
endotelial humana (HUVEC), mostrou que rBbKIm (50 μM) inibiu 28% da 
viabilidade celular e 30% da motilidade celular da HUVEC. rBbKIm também 
apresentou atividade inibitória na formação de estruturas angiogênicas sobre 
Matrigel in vitro. 
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 Em resumo, o presente trabalho demonstrou a ação diferencial do 
inibidor de protease rBbKIm em linhagens de câncer de próstata independentes 
de andrógenos, PC3 e DU145, e em células normais de fibroblastos de líquido 
amniótico e em células endoteliais humanas, HUVEC. 
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Prostate cancer is the second more frequent type of cancer. In this work, 
using DU145 and PC3 prostate cancer cellular lines, we studied the effect of 
recombinant kallikrein inhibitor modified form (rBbKm), in which the sequence 
containing the signal motif sequence RGD of the inhibitor BrTI from Bauhnina 
rufa was inserted.  
When DU145 and PC3 were incubated with rBbKIm for 48h, and the 
conditioned medium the culture was incubated with the HD-Pro-Phe-Arg-ρNa, 
an kallikrein substrate, inhibited 95% of the degradation of this in both cells. 
rBbKIm inhibited cell viabillity of DU145 (56%, 100 μM, 48 h) and PC3 
(28%, 100 μM, 48 h), but affect only 5% of the viabillity of fibroblast normal cell 
line (100 μM, 48h). In cell adhesion, rBbKIm did not inhibit DU145 and PC3 cell 
line adhesion on fibronectin, laminin, collagen I and IV coat. In cell migration, 
rBbKIm did not inhibit DU145, but inhibited 38% of the PC3 (100 µM) after 23 h. 
To evaluate the cytotoxicity, DU145 and PC3 were incubated with rBbKIm (50 
and 100 µM, 24 and 48h) inducing cell death by apoptosis. The presence of 
rBbKIm arrest PC3 cell cycle at the G0/G1 and G2/M phase, but did not affect 
DU145. Both cells released cytocrome c to the cytosol when treated with 
rBbKIm (50 and 100 µM) for 24h. Moreover, DU145 when was treated with 
rBbKIm for 48h activated the caspase-3. However PC3 did not activated 
caspase-3, but activated caspase-9.  
The peptides containing the RGD and RGE sequence did not inhbit the 
cell viabillity of DU145 and PC3. 
Analyzing the effect of rBbKIm on HUVEC viabillity and migration, 
rBbKIm (50µM) inhibited 28% and 30%, respectively. This protein inhibited 49% 
of the HUVEC angiogenesis in vitro on Matrigel. 
In summary, we have demonstrated the differential action of the protease 
inhibitor rBbKIm on androgen-independent prostate cancer PC3 and DU145, 
normal fibroblast and endothelial HUVEC cells. 
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1.1. Câncer 
O termo câncer designa um conjunto de centenas de doenças, incluindo 
tumores malignos de diferentes localizações (INCA, 2009). No Brasil, segundo 
o Instituto Nacional de Câncer (INCA), estima-se que para o ano de 2011 
ocorram 489.270 novos casos de câncer, sendo os tipos mais incidentes os 
cânceres de próstata e de pulmão no sexo masculino e os cânceres de mama 
e do colo do útero no sexo feminino (INCA, 2009). 
O câncer caracteriza-se pelo crescimento descontrolado, formando uma 
massa celular diferenciada do resto, denominada de tumor, e posteriormente 
provocando invasão a tecidos próximos e metástase em tecidos locais 
distantes. Os tumores que crescem localizados sem invasão a tecidos 
adjacentes são classificados como benignos e os que invadem tecidos 
próximos provocando metástases são denominados de malignos. Define-se 
metástase como um tumor secundário originado pela disseminação de células 
cancerosas procedentes de um primeiro tumor (ou tumor primário) (Arya et al., 
2006). 
Para que ocorra a disseminação do tumor deve acontecer perda da 
adesão celular ao tumor primário, e a invasão dessas células à matriz 
extracelular, e posterior migração através do estroma intersticial, para dar início 
à indução da formação de novos vasos sanguíneos e/ou linfáticos 
(angiogênese), para em seguida alcançar a corrente sanguínea ou linfática, 
após atravessar a membrana basal e o endotélio dos vasos sanguíneos 
(intravasão), para finalmente interagir com o endotélio vascular, extravasar e 
proliferar no parênquima do órgão-alvo (Melo et al., 2003, Arya et al., 2006). 
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1.2. Câncer de próstata 
O câncer de próstata é o sexto tipo de câncer mais comum no mundo e 
considerado o câncer da terceira idade (INCA, 2009). Os maiores fatores de 
risco são a idade, a dieta rica em gordura saturada e o histórico familiar. 
Células cancerígenas sintetizam de novo grande quantidade de ácidos graxos 
independentemente dos níveis de lipídeos circulantes, e se beneficiam desse 
aumento da síntese lipídica, promovendo o crescimento, a auto-sobrevivência e 
resistência a drogas. (Flavin et al., 2010). 
No câncer de próstata o tumor local evolui de forma assintomática para 
metástase sistêmica (Hughes et al., 2008), surgindo a partir de células epiteliais 
diferenciadas e/ou progenitoras, nos quais as vias embrionárias são reativadas 
pela ativação de oncogenes, por exemplo c-myc e Ras e a perda de genes 
supressores do tumor como por exemplo p53, promovendo a sobrevivência e o 
crescimento do tumor (Taichman et al., 2007). 
Exitem vários modelos para estudos in vitro do câncer de próstata. A 
linhagem imortalizada de câncer de próstata PC3 foi obtida de um paciente 
caucasiano de 62 anos de idade com adenocarcinoma indiferenciado de 
próstata nível IV e metástase óssea. (Kaighn et al., 1978; 1979; Ohnuki et al., 
1980). O tecido primário da DU145 foi obtido de um homem de 60 anos de 
idade caucasiano com carcinoma metastático de próstata (Mickey et al., 1977). 
No câncer de próstata ocorre um aumento na expressão de diferentes 
proteases, principalmente as serinoproteases as quais estão envolvidas nas 
diferentes fases do tumor (Bok et al., 2003). 
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1.3. Proteases e o câncer 
A associação de proteases com o câncer foi estabelecida por Fisher 
(1946), o qual propôs que a atividade proteolítica associada ao tumor era 
responsável pela degradação da matriz extracelular e posterior invasão das 
células tumorigênicas para tecidos normais. Estudos posteriores mostraram 
que enzimas proteolíticas contribuem para todos os estágios da progressão do 
tumor, e não somente nos estágios iniciais (Duffy, 1992; Borgono & Diamands, 
2004; Mohamed & Sloane, 2006). Proteases intra e extracelulares podem 
funcionar como moléculas sinalizadoras em processos celulares de 
proliferação, adesão, migração, diferenciação, angiogênese, senescência, 
autofagia, apoptose e evasão do sistema imune (Chang e Werb, 2001; Darmoul 
et al., 2003; López-Otin & Matrisian, 2007).  
As proteases intracelulares podem sinalizar para a morte celular por 
apoptose, por exemplo, as caspases, ou podem sinalizar para a remoção de 
produtos indesejados nas células, como as deubiquitilases e as autofaginas 
(López-Otin & Matrisian, 2007). As proteases extracelulares promovem a 
progressão do tumor, sendo compostas pelas metaloproteases de matriz, 
desintegrinas-metaloproteinases com domínios de trombospondina (ADAMTS), 
nefrilisina, catepsinas, calicreínas, testisina, prostasina e dipeptidil peptidase 4 
(López-Otin & Matrisian, 2007). 
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1.3.1. Caspases 
Caspases são cisteíno proteases, sintetizadas como precursores 
inativos (zimógenos), e quando ativadas sinalizam para apoptose ou 
inflamação, promovendo a degradação de substratos que possuam resíduos de 
aspartato em sua estrutura primária (Grivicich et al., 2007). 
As caspases podem ser divididas em três grandes subfamílias de acordo 
com a sua especificidade de substrato: grupo I- a subfamília da enzima 
conversora de interleucina 1β de mamífero (ICE) que compreendem as 
caspases -1, -4, e -5, as quais estão envolvidas no processo da inflamação; 
grupo II- (caspases -2, -3, -7 e -10) as quais estão envolvidas no processo da 
apoptose, pois clivam substratos apoptóticos; e o grupo III que compreende a 
subfamília das caspases-6, -8 e -9 (Nicholson & Thornberry, 1997; Nadiri et al., 
2006). 
A estrutura tridimensional das caspases sugere que cada unidade 
catalítica é composta por uma subunidade longa e outra pequena. Caspases 
iniciadoras (8 e 9) possuem pró-domínios longos e estão envolvidas na 
iniciação da cascata proteolítica. Caspases efetoras (3, 6 e 7) apresentam pró-
domínios curtos ou inexistentes, os quais são responsáveis pela clivagem de 
substratos. Os zimógenos das caspases iniciadoras estão presentes nas 
células como monômeros inativos, ocorrendo a dimerização quando ativadas 
(Boatright et al., 2003; Donepudi et al., 2003). A ativação do complexo de 
proteínas envolvidas na ativação das caspases iniciadoras dependerá da 
origem do estímulo de morte, podendo ser classificado como extrínseco ou 
intrínseco (Hengartner, 2000). 
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A via extrínseca é iniciada do lado de fora da célula e ativa receptores 
pró-apoptóticos presentes na superfície celular, chamados de receptores de 
morte. Os ligantes dos receptores de morte são os membros da família de 
proteínas do fator de necrose tumoral (TNF), TNF-α, TRAIL e ligante Fas 
(FasL). Os receptores de morte são ativados pela ligação aos seus ligantes, 
ativando a proteína citoplasmática associada denominada FADD (proteína de 
domínio de morte associada a Fas). O complexo formado é denominado DISC 
(complexo sinalizador indutor de morte) e recruta a pró-caspase-8, promovendo 
a sua autoclivagem e conversão à sua forma ativa, e posteriormente ativando 
as caspases efetoras 3, 6 e 7 (Figura 1) (Hengartner, 2000; Boatrigh & 
Salvesen, 2003). 
Na via intrínseca os sinais desencadeadores originam-se dentro da 
célula e estão diretamente envolvidas as caspases-9 e -2. Essa via serve para 
eliminar células em resposta a radiação ionizante, drogas quimioterápicas, 
danos à membrana mitocondrial (Boatright & Salvesen, 2003), danos no DNA, 
hipóxia ou ativação de oncogenes (Grivicich et al., 2007). A mitocôndria 
armazena diversas proteínas pró-apoptóticas, sendo a mais potente entre elas 
o citocromo c, o qual participa do processo de fosforilação oxidativa e da 
ativação da caspase-9, juntamente com a proteína adaptadora Apaf-1 (fator de 
ativação de protease associada a apoptose) (Hengartner, 2000). Quando a 
proteína Bax se associa à Bcl-2, formam-se canais aniônicos dependentes de 
voltagem na mitocôndria, e este canal quando se liga à proteína Bcl-2 sofre 
uma alteração conformacional significativa (Shimizu et al., 1999), o qual 
promove a liberação de citocromo c para o citosol (Hengartner, 2000; Tsujimoto 
& Shimizu, 2002). 
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Figura 1 – Vias de ativação de caspases. Esquema mostrando as vias 
extrínsecas e intrínsecas da ativação de caspases iniciadoras e efetoras, 
e a como as duas vias podem se interligarem via proteína Bid, levando a 
célula a apoptose (Hengartner, 2000). 
 
 
Proteínas pró-apoptóticas da família Bcl-2 (Bax, Bak, Bid e Bim) 
desempenham um importante papel no estágio de sinalização mitocondrial (via 
intrínseca) para morte celular programada, sendo translocadas até a 
mitocôndria, em resposta a vários estímulos de morte. Em contrapartida, os 
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membros anti-apoptóticos da mesma família (Bcl-2 e Bcl-xL) regulam os níveis 
de apoptose, determinando assim se a célula irá viver ou morrer (Leist & 
Jäättelä, 2001). Diversos trabalhos mostraram que a ativação de caspase-3 é 
bloqueada pela proteína anti-apoptótica Bcl-2, e ativa membros pró-apoptóticos 
como o Bax (Yang et al., 1997; Jurgensmeier et al., 1998) (Figura 1). 
Além disso, a caspase-8 pode clivar e ativar a proteína Bid (pertencente 
à família da Bcl-2) aumentando dessa forma os sinais apoptóticos, resultando 
na translocação mitocondrial, e levando à liberação de citocromo c, ocorrendo 
uma junção das vias extrínseca e intrínseca (Hengartner, 2000). 
Quando o citocromo c está presente no citosol ocorre formação do 
complexo denominado apoptossomo, o qual é formado pelo citococromo c, 
APAF-1 e a pró-caspase-9. Em seguida, ocorre a ativação da caspase-9 e 
posteriormente da caspase-3, levando a célula à apoptose (Hengartner, 2000; 
Grivicich et al., 2007) (Figura 1). Algumas drogas, como o manumycin e 
paclitaxel, induzem a apoptose pela liberação de citocromo c (Pan et al., 2001). 
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1.3.2. Calicreínas teciduais 
Calicreína origina-se da palavra grega Kallikreas que significa pâncreas, 
a qual foi primeiramente descrita em 1930 por Kraut e colaboradores como um 
fator hipotensor da urina denominada de calicreína humana 1 (hK1) (De 
Angelis et al., 2007). 
As calicreínas humanas são divididas em calicreínas plasmáticas e 
calicreínas teciduais (Borgoño & Diamandis, 2004). O sistema calicreína-cinina 
plasmática consiste de dois zimógenos, fator XII e pré-calicreína, e do 
cininogênio de alta massa molecular, estão envolvidos no processo de 
coagulação e modulam os riscos de trombose (Schmaier & Mccrae, 2007). O 
sistema calicreína-cinina está envolvido no sistema de tumorigênese via 
liberação de bradicinina (Roberts & Gullick, 1989). As calicreínas teciduais são 
expressas em diversos órgãos do corpo humano (Figura 2), sendo que as 
calicreínas (hK) 2, 3 e 4 são produzidas por células epiteliais da próstata e são 
consideradas próstata-específicas (Clements et al., 2004; Obiezu & Diamandis, 
2005; Mize et al., 2008). As calicreínas teciduais 3, 5, 8 e 14 podem clivar 
componentes da matriz extracelular, como a laminina, gelatina, fibrinogênio, 
nidogênio, e diferentes tipos de colágenos e fibronectina (Webber et al., 1995; 
Borgoño et al., 2003; Borgoño & Diamandis, 2004; Pezzato et al., 2004; 
Michael et al., 2005; Rajapakse et al., 2005). Calicreínas teciduais também 
estão envolvidas na invasão, metástase tumoral e na angiogênese (Pampalakis 
& Sotiropoulou, 2007).  
O câncer de próstata pode ser diagnosticado através do rastreamento 
populacional da calicreína 3 (PSA), sendo empregado como um marcador 
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tumoral, pois os níveis de PSA no soro aumentam em indivíduos com neoplasia 
prostática (Thompson et al., 2007), devido a perda das células que compõem a 
membrana basal, as quais revestem o epitélio secretório da próstata (Balk et 
al., 2003). PSA é uma proteína presente no fluido seminal, em concentrações 
variando de 0,5 a 2,0 mg/mL em indivíduos normais (Wang et al., 1981; 
Lovgren et al., 1999; Balk et al., 2003). 
O PSA possui 80% de similaridade com a sequência primária da hK2 
(Bridon & Dowell, 1995). A hK2 promove a ativação de mediadores do câncer 
como o ativador de plasminogênio do tipo uroquinase (uPA) e a degradação da 
matriz extracelular (Clements et al., 2004; Obiezu & Diamandis, 2005; Mize et 
al., 2008). O substrato específico para o PSA é similar a quimotripsina (Watt et 
al., 1986), sendo o seu substrato fisiológico a semengelina I e II, que estão 
envolvidas na gelificação do sêmen (Lilja et al., 1987; Balk et al., 2003). 
O precursor do PSA possui uma estrutura inativa do antígeno prostático 
específico (pré-pró-PSA) composta por uma seqüência líder de 17 resíduos de 
aminoácidos em sua região N-terminal, a qual é clivada co-translacionalmente 
para gerar uma proteína precursora inativa (pró-PSA) (Lundwall & Lilja, 1987). 
Quando sete resíduos de aminoácidos localizados na região amino-terminal do 
proPSA são clivados pela hK2 ou hK4, ocorre a ativação do PSA (Kumar et al., 
1996; Lovgren et al., 1997; Takayama et al., 1997; Balk et al., 2003). Essa 
clivagem ocorre entre os resíduos Arg7 e Ile8, o qual in vitro pode ser digerido 
pela tripsina, mas in vivo isso ocorre pela hK2 que possui uma atividade 
hidrolítica similar a da tripsina (Balk et al., 2003). 
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Figura 2 – Expressão das calicreínas teciduais em diferentes 
tecidos do corpo humano. As calicreínas em negrito representam as 
mais expressas naquele tecido (Yousef & Diamandis, 2001). 
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Uma vez ativas, as calicreínas promovem a liberação de cininas a partir 
do cininogênio. Estudos farmacológicos mostraram que as cininas ativam dois 
tipos de receptores, B1 e B2. O receptor B1 é expresso em baixas 
concentrações em tecidos saudáveis (Phagoo et al., 2001) e também em 
células endoteliais, assim como B2. Estudos com linhagens de câncer de 
próstata (PC3, DU145 e LNCaP) mostraram que ambas as linhagens 
expressam receptores do tipo B1 e B2 (Barki-Harrington et al., 2003; Chen et 
al., 2002; Clements & Mukhtar, 1997). Taub e colaboradores (2003) 
demonstraram que os receptores B1 e B2 podem contribuir para carcinogênese 
da próstata, entretanto o receptor B2 é expresso em tecidos saudáveis e 
doentes da próstata, o que faz com que drogas que atuem especificamente 
nesse receptor tenham aspectos limitantes para o seu emprego. 
Calicreínas teciduais facilitam a progressão do câncer de próstata pela 
clivagem proteolítica do fator de crescimento do tipo insulina de ligação a 
proteínas (IGFBPs), aumentando a disponibilidade de fatores de crescimento 
do tipo insulina (IGFs) que podem se ligar e ativar os receptores para IGF tipo 1 
presentes nas células, modular a sobrevivência, mitose e a diferenciação 
celular (Pampalakis & Sotiropoulou, 2007). A hK4 promove a proteólise de 
IGFBP e de proteínas do esmalte do dente, estimula a migração de 
osteoblastos e proliferação da PC3 e da DU145 (Clements et al., 2004; Gao et 
al., 2007; Mize et al., 2008). 
A inibição de serino proteases tem sido descrito na literatura como 
potente alvo de ação de drogas para o tratamento do câncer. Como exemplo, 
temos o inibidor de proteína C, α1-antitripsina e α1-antiquimotripsina, os quais 
inibem as hK5, hK7, hK8 e hK11-14 (Luo & Jiang, 2006; Bhoola et al., 2007). 
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Os inibidores da família Kazal-5 (LEKTI - Inibidor do tipo Kazal linfo-epitelial) 
possuem em seu sítio ativo doze domínios ricos em arginina e um domínio rico 
em lisina, sugerindo que as calicreínas que possuem especificidade de 
hidrólise da ligação Lys-Arg podem ser alvos para LEKTI (Bhoola et al., 2007). 
 Devido às características apresentadas acima, o emprego de inibidores 
de calicreínas teciduais para o tratamento do câncer de próstata torna-se um 
potente instrumento para o estudo da complexa rede proteolítica envolvida no 
estabelecimento dessa malignidade. 
 
1.4. Integrinas 
A matriz extracelular (MEC) é composta por uma série de glicoproteínas 
como colágenos, lamininas, proteoglicanos e fibronectinas. A fibronectina é 
sintetizada por fibroblastos, monócitos, células endoteliais e outras células, e 
se liga aos componentes da MEC (colágeno, fibrina e proteoglicanos), estando 
envolvida na fixação, disseminação e migração de células. A laminina é uma 
glicoproteína presente nas membranas basais, e atua como mediador da 
ligação das células aos substratos do tecido conjuntivo (Souza et al., 2003). 
As células secretam componentes da MEC, aderindo a superfícies como 
plástico ou vidro, dependendo de ancoragem para sobreviver e proliferar, 
sendo essa sinalização da adesão realizada pelos receptores de superfície 
celular denominadas de integrinas (Legate et al., 2006). 
As integrinas são receptores heterodiméricos formados de subunidades 
α e β associados não-covalentemente (Trabocchi et al., 2010). Um importante 
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sítio de reconhecimento para muitas integrinas é a sequência Arg-Gly-Asp 
(RGD) também conhecida como sítio universal de reconhecimento celular 
(Ruoslathi & Pierschbacher, 1987; Silva et al., 2007). A sequência RGD é 
encontrada na vitronectina, fibronectina e osteopontina. Integrinas α2β1, α3β1, 
α7β1, α8β1, αvβ1, αvβ3, αvβ5, αvβ6, αvβ8 e αIIbβ3 reconhecem a seqüência 
RGD dos seus respectivos ligantes (Pytela et al., 1985; Humphries et al., 2006; 
Desgrosellier & Cheresh, 2010).  
As integrinas são moléculas de adesão que conectam a matriz 
extracelular com a actina do citoesqueleto da célula (adesão focal), modulando 
diversas vias de sinalização que participam de processos como migração 
celular, diferenciação e sobrevivência (Hynes, 2002; Mas-Moruno et al., 2011). 
Além disso, na tumorigênese as células epiteliais expressam níveis alterados 
de integrinas α6β4, α6β1, αvβ5, α2β1 e α3β1 (Desgrosellier & Cheresh, 2010), 
tornando-se alvos terapêuticos para novas drogas. A expressão da integrina 
αvβ3 está relacionada com vários cânceres, incluindo melanoma, câncer de 
mama, próstata, cervical e pancreático, aumentam a migração celular do tumor, 
sobrevivência e o aumento de liberação de fatores de crescimento, 
contribuindo para a independência de ancoragem in vitro e aumento da 
malignidade in vivo (Desgrosellier et al., 2009).  
Integrinas também recrutam e ativam quinases de adesão focal (FAK) e 
a família da quinase Src (Desgrosellier & Cheresh, 2010). As integrinas 
interagem com FAK, e posteriormente domínios SH2 específicos de FAK 
ativam Src, o qual fosforila vários resíduos de tirosina de FAK, recrutando 
proteínas adicionais da adesão focal (Zhao & Guan, 2010; Wang et al., 2011). 
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Em diversos tipos celulares ocorre a morte celular por perda da adesão 
da célula à matriz extracelular, sendo esse processo denominado de anoikis, 
importante para manutenção da integridade dos tecidos e prevenção da perda 
da adesão celular, sendo, portanto controlado de maneira integrina-específica. 
Por serem resistentes ao anoikis, as células tumorais são capazes de 
proliferarem sem ancoragem a matriz extracelular e se estabelecerem em 
órgãos distantes de sua origem (Frisch & Rouslahti, 1997; Miranti & Brugge, 
2002; Gilmore, 2005; Peddig & Juliano, 2005; Malloy, 2009).  
Os receptores de integrinas αvβ3 e αvβ5 são expressos em diversos 
tipos celulares envolvidos na inflamação e em processos relacionados a 
tumorigênese (Trabocchi et al., 2010), além de juntamente com a integrina 
αvβ1 estarem envolvidas em processos de angiogênese (Desgrosellier & 
Cheresh, 2010; Mas-Moruno et al., 2011). Dessa forma as integrinas podem 
ser um possível alvo terapêutico no tratamento do câncer de próstata. 
 
1.5. Angiogênese 
A angiogênese envolve três etapas principais: mobilidade celular, 
proteólise tecidual e proliferação celular (Liotta et al., 1991; Silva et al., 2007). 
Sendo o recrutamento de novos vasos sanguíneos importante para haver a 
distribuição de nutrientes e oxigênio, e também a remoção de produtos 
residuais das células do câncer (Papetti & Herman, 2002). 
Em tecidos normais as células secretam mais fatores inibidores do que 
indutores da angiogênese, fazendo com que os vasos sanguíneos estejam em 
estado quiescente (Desgrosellier & Cheresh, 2010). Para Ribatti e 
colaboradores (2007) os vasos sanguíneos associados a tumores são 
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diferentes dos vasos quiescentes, pois são tortuosos, dificultando a entrega de 
drogas, promovendo a fibrose e facilitando a intravasão de células tumorais, 
contribuindo assim para a metástase (Desgrosellier & Cheresh, 2010). 
Dessa forma, a progressão de uma célula normal a uma célula 
cancerígena envolve a capacidade dessa célula em estimular a angiogênese, 
pois quando um tumor atinge 1-2 mm2, o seu crescimento passa a ser devido a 
sua capacidade angiogênica (Wu & Li, 2008). Os fatores pró-angiogênicos 
incluem fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento 
básico de fibroblastos (bFGF), fator de crescimento derivado de plaquetas 
(PDGF), fator de crescimento placentário (PIGF), fator de crescimento 
transformante β (TGF-β), entre outros (Relf et al., 1997; Chau & Figg, 2010).  
A angiogênese tumoral é iniciada quando o fator do crescimento 
endotelial vascular (VEGF) e outros fatores de crescimento migram para longe 
do tumor e iniciam contato com tecidos que revestem as paredes dos vasos já 
existentes, iniciando a cascata angiogênica, promovendo o brotamento de 
novos capilares e desempenhando um importante papel na regulação da 
angiogênese (Ferrara et al., 2003; Elfiky & Kelly, 2010). VEGF liga-se aos seus 
receptores (VEGFR) sinalizando a cascata de sinalização da proteína quinase 
C, fosfolipase C, tirosina quinase Src citoplasmática, integrinas αvβ5, 
fosfatidilinositol 3 quinase, Ras e MAP quinase, levando a inibição da apoptose, 
estimulação da mitose e alterações no citoesqueleto celular que está associado 
com a motilidade celular das células endoteliais (Ferrara et al., 2003; Elfiky & 
Kelly, 2010). Dessa forma, estimulam a migração de células endoteliais em 
direção aos estímulos angiogênicos, a sua proliferação e formação de 
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microvasos no tumor em formação (Hanahan & Folkman, 1996; Chau & Figg, 
2010). 
As células endoteliais também expressam metaloproteases de matriz 
(MMPs) para o tecido, as quais degradam a matriz extracelular, permitindo a 
migração dessas células para tecidos próximos, se organizando formando 
tubos ocos, que posteriormente irão formar uma rede de vasos sanguíneos 
maduros (Chau & Figg, 2010). As MMPs são enzimas secretadas ou 
localizadas na superfície celular e possuem como substratos fisiológicos 
proteínas extracelulares, muitas das quais estão associadas com a invasão das 
células tumorigênicas pela membrana basal e estroma, penetração em vasos 
sanguíneos e metástase (Nelson et al., 2000), sendo posteriormente ativadas 
por proteólise. 
Células de câncer de próstata expressam VEGF, MMP-2, MMP-9 e 
interleucina-8 (IL-8, citocina pró-inflamatória) em níveis superiores quando 
comparados a tecidos normais da próstata (Borre et al., 2000; Kuniyasu et al., 
2000; Lehrer et al., 2004; Chau & Figg, 2010). Aalinkeel e colaboradores (2004) 
demonstraram que a expressão de VEGF, IL-8 e ICAM-1 são significativamente 
maiores nas linhagens PC3 e DU145 do que em células LNCaP, por ser uma 
linhagem pouco metastática. Logo, a metástase é dependente em parte de 
fatores pró-angiogênicos, e os níveis de concentração de moléculas ativadoras 
e inibidoras alteram o balanço entre os sinais pró- e antiangiogênicos (Hanahan 
& Folkman, 1996; Aalinkeel et al., 2004). 
Chau & Figg (2010) classificam as drogas utilizadas como inibidores da 
angiogênese como diretos ou indiretos, e exclusivos ou inclusivos. Os 
inibidores diretos da angiogênese atuam bloqueando a proliferação e a 
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sobrevivência das células endoteliais vasculares, agindo sobre as proteínas 
pró-angiogênicas. Essas drogas também agem sobre as integrinas α5β3 , 
diminuindo a proliferação das células endoteliais (Chau et al., 2005). A 
angiostatina e o TSP-1 são exemplos de inibidores diretos. Os inibidores 
indiretos da angiogênese (bevacizumab, sorafenib, sunitinab) diminuem ou 
bloqueiam a expressão de certas proteínas das células tumorais, ou agem 
bloqueando seus receptores nas células endoteliais. Essas drogas possuem 
como alvo o VEGF, PDGF, e seus respectivos receptores, assim como outros 
fatores de crescimento e/ou vias de sinalização. Os inibidores da angiogênese 
também podem ser exclusivos (bevacizumab e VEGF-Trap), ou seja, 
promovem somente a inibição da angiogênese, enquanto que algumas drogas 
podem ter a função anti-angiogênica incluída (inclusivas) como uma de suas 
funções, por exemplo, bortezomib e celecoxib. 
Drogas que possuem a seqüência RGD é a base para o 
desenvolvimento de antagonistas para integrinas, sendo que potentes 
antagonistas da integrina αIIbβ3 são importantes para o tratamento de doenças 
tromboembólicas e a integrina αvβ3 importante alvo para o tratamento de 
câncer e metástase (Giannis & Rübsan, 1997; Silva et al., 2007). 
 
1.6. Inibidores de Proteases 
Os inibidores de serino proteases de plantas apresentam homologia em 
relação a sua estrutura primária, localização das pontes de dissulfeto e posição 
dos sítios reativos e são divididos em famílias, os do tipo Kunitz, Bowman-Birk, 
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Batata I, Batata II, cistatinas, cevada e miscelânia (Richardson, 1991; Oliva et 
al., 2010).  
Os inibidores do tipo Bowman-Birk apresentam massa molecular 
variando de 6-10000 Da e são formados por uma única cadeia polipeptídica, 
dois sítios reativos e alta quantidade de cisteína (27%) (Sampaio et al., 1996), 
podendo inibir a atividade enzimática da tripsina, quimotripsina, plasmina e 
fator XIIa (Tanaka et al., 1997). Esses inibidores desenvolvem importante papel 
no mecanismo de defesa da planta contra insetos (Birk, 1996) e ação anti-
carcinogênica (Chu et al., 1997; Garcia-Gasca et al., 2002; Kennedy e Wan, 
2002). 
Os inibidores da família Kunitz são proteínas que apresentam 170-180 
resíduos de aminoácidos em sua estrutura primária. Geralmente, apresentam 
quatro resíduos de cisteína formando duas pontes de dissulfeto, um sítio 
reativo, alta homologia e podem apresentar uma ou duas cadeias 
polipeptídicas (Richardson, 1991). 
O laboratório de química de proteínas da UNIFESP vem ao longo dos 
anos desenvolvendo estudos com diferentes espécies do gênero Bauhinia. As 
sementes Bauhinia bauhinioides apresentam em sua estrutura alta 
concentração de inibidores de proteases, cerca de 2-4 mg/g de sementes 
(Oliva et al., 1996). As plantas do gênero Bauhinia (conhecidas como “Pata-de 
vaca” ou “Unha-de-boi”) pertencem à família Leguminosae e são utilizadas na 
medicina popular como antifúngicos, antibacterianos, analgésicos, 
antiinflamatórios e antidiabéticos em várias regiões do mundo, incluindo a 
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África, Ásia e América Central e do Sul (Achenbach et al., 1988; Silva & Filho, 
2002). 
Oliva e colaboradores (1999) isolaram de sementes de Bauhinia 
bauhinioides, o inibidor de tripsina, calicreína plasmática humana, 
quimotripsina, e plasmina, denominado de BbTI-I. Estudos subsequentes 
indicaram que a região do sítio reativo deste inibidor apresenta similaridade 
com o cininogênio humano, o qual é o substrato natural da calicreína, sendo 
posteriormente denominado de BbKI (Bauhinia bauhinioides kallikrein inhibitor) 
(Oliva et al., 2001). Oliveira e colaboradores (2001) isolaram um segundo 
inibidor de sementes de Bauhinia bauhinioides que apresentou atividade 
inibitória sobre a cruzaína (cisteínopeptidase de Trypanosoma cruzi), sendo 
denominado de BbCI (Bauhinia bauhinioides cruzipain/ cruzain inhibitor). BbKI 
e BbCI possuem massa molecular de 18 kDa e não apresentam pontes de 
dissulfeto em sua estrutura, entretanto BbKI apresenta um resíduo de cisteína 
na posição 154, enquanto que BbCI não apresenta resíduos de cisteína em sua 
estrutura primária (Oliva et al., 2001; Oliveira et al., 2001). 
BbKI e BbCI recombinantes foram obtidos por expressão heteróloga em 
Escherichia coli BL21(DE3) pBbKI-His ou pBbCI-His, induzida pela adição de 
IPTG a 37ºC. rBbKI e rBbCI foram sintetizados como proteínas solúveis pelas 
células hospedeiras, e purificadas em colunas de níquel-Sepharose. Os 
inibidores sofreram clivagem por trombina, e foram submetidos à cromatografia 
de exclusão molecular para retirada da cauda de histidina. Estudos de 
dicroísmo circular revelaram que o inibidor rBbKI apresentava 36% de folhas-β 
e 38% de estrutura desordenada. Estudos de especificidade de inibição 
mostraram que rBbKI inibe tripsina bovina (Kiapp = 28 nM), calicreína plasmática 
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humana (Kiapp = 2,0) e calicreína plasmática porcina (Kiapp = 900 nM), não 
inibindo elastase pancreática bovina e nem elastase humana de neutrófilos, da 
mesma maneira que o BbKI nativo (Araújo et al., 2005). 
Nakahata e colaboradores (2006) isolaram um inibidor de Bauhinia rufa, 
denominado de BrTI (Bauhinia rufa trypsin inhibitor), formado por uma cadeia 
polipeptídica única de 20 kDa, sem resíduos de cisteína em sua estrutura 
primária e apresentando um resíduo de arginina em seu sítio reativo. Essa 
proteína não inibe a atividade de quimotripsina, elastase pancreática porcina, 
elastase de neutrófilo humano, fator Xa, trombina humana, calicreína 
plasmática porcina e plasmina. Entretanto, mostrou especificidade na inibição 
para tripsina (Kiapp = 2,9 nM) e calicreína plasmática humana (Kiapp = 14 nM), 
sendo a estequiometria da reação 1:1. O seqüenciamento do BrTI revelou a 
presença de uma sequencia RGD na posição 25-27 e RGE na posição 128-
130.  
Para avaliar a hipótese de que a presença da seqüência RGD/RGE em 
proteínas de plantas estão relacionadas com a sua defesa contra predadores, 
Sumikawa e colaboradores (2010) sintetizaram um inibidor recombinante que 
continha a seqüência primária do BbKI, entretanto apresentava a inserção de 
duas seqüências presentes no BrTI, EPVARGDG (posição 21-28) e DRGE 
(posição 127-130), o qual foi denominado de rBbKIm (Bauhinia bauhinioides 
kallikrein inhibitor modified). Na Figura 3 está representado as similaridades 
das estruturas primárias de BbKI, BrTI e rBbKIm. A estrutura secundária do 
inibidor foi determinada por dicroísmo circular, apresentando 40% de folha-β, 
33% de desordenada e 21% de voltas β, sendo similar ao observado em rBbKI. 
rBbKIm inibe tripsina (Kiapp = 1,6 nM), quimotripsina (Kiapp = 7,4 nM) e 
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calicreína plasmática humana (Kiapp = 3,6 nM) (Brito, 2005). A incorporação de 
rBbKIm em sementes artificiais mostrou alta toxicidade para as larvas de 
Callosobruchus maculatus (Fabricius) (Coleoptera). Foi também verificado a 
capacidade de interação de rBbKIm com vesículas fosfolipídicas artificiais, as 
quais mimetizam a membrana celular, revelando a não capacidade do inibidor 
em se ligar a essa membrana e formar poros, induzindo dessa forma a sua 
desestabilização (Lucca, 2010 comunicação pessoal). Na tabela 1 estão 
descritas as atividades inibitórias de BbKI, rBbKI, BrTI e rBbKIm sobre 
diferentes proteases. 
Inibidores de plantas possuem a propriedade de inibirem proteases 
envolvidas em eventos fisiológicos como coagulação, inflamação e câncer 
(Neuhof et al., 2003; Nakahata et al., 2006) sendo instrumento importante para 
esclarecer  mecanismos de ação de proteases envolvidas nesses processos. 
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Figura 3 – Estrutura primária dos inibidores BrTI, BbKI e rBbKIm. 
Comparação da estrutura primária dos inibidores BrTI, BbKI e rBbKIm e 
a localização dos sítios que contém as seqüências RGD e RGE em 
negrito (Brito, 2005; Malloy, 2009; Sumikawa et al., 2010). 
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Tabela 1: Determinação das constantes de inibição de 
BbKI, rBbKI, BrTI e rBbKIm. 
Enzima 
BbKI 
(Kiapp nM) 
rBbKI 
(Kiapp nM) 
BrTI 
(Kiapp nM) 
rBbKIm 
(Kiapp nM) 
Tripsina 2,0 2,8 2,9 1,6 
Quimotripsina 2600,0 ND f 7,4 
Plasmina 33,0 ND f ND 
Fator Xa f ND f ND 
Trombina f ND f ND 
HuPK 2,4 2,0 14,0 3,6 
PoPK 200,0 900,0 f ND 
PPE f f f ND 
HNE f f f ND 
           f = não inibe; ND = não determinado 
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2.1. Objetivo Geral 
O presente trabalho propõe estudar o efeito do inibidor de tripsina 
recombinante modificado, rBbKIm, em linhagens tumorais estabelecidas de 
câncer de próstata, DU145 e PC3, e sobre as linhagens de fibroblasto de 
líquido amniótico e endotelial humana (HUVEC). 
 
2.1.1. Objetivos específicos 
1. Expressão heteróloga e purificação do inibidor rBbKIm em quantidade   
suficiente para os estudos em modelos biológicos. 
2. Verificar a ação de rBbKIm em linhagens DU145 e PC3, através de 
ensaios de migração, viabilidade celular, citotoxicidade, ciclo celular, 
liberação de citocromo c e ativação de caspases-3 e -9. 
3. Estudar o efeito dos peptídeos contendo a seqüência RGE e RGD na 
viabilidade das células DU145 e PC3. 
4. Avaliar a ação de rBbKIm na viabilidade das células de fibroblastos de 
líquido amniótico. 
5. Verificar o efeito de rBbKIm na viabilidade, migração e formação de 
estruturas angiogênicas de células endoteliais HUVEC. 
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3.1. Expressão do inibidor rBbKIm 
A expressão do inibidor recombinante modificado de Bauhinia 
bauhinioides foi realizada conforme descrito por Sumikawa e colaboradores 
(2010). Células Escherichia coli BL21(DE3) (Novagen) foram transformadas por 
choque térmico com o plasmídeo do pET-29a(+), sendo então denominado 
pET29BbKIm. Essas células foram cultivadas em 5 mL de meio LB Broth Base 
(Invitrogen, CA, USA) suplementado com 30 μg/mL de canamicina (Gibco, CA, 
USA) a 37°C, por 12 horas sob agitação constante de 200 rpm. Após esse 
período, foi realizado um subcultivo (1:100) em meio LB Broth Base (Invitrogen, 
CA, USA) acrescido de 30 μg de canamicina (Gibco, CA, USA). O crescimento 
celular foi acompanhado por leituras de densidade óptica (600 nm) até 
atingirem leituras de 0,5 unidade. Posteriormente, foi adicionada a cultura 0,2 
ou 0,5 mM de IPTG (Invitrogen, CA, USA), para indução da expressão da 
proteína. 
Amostras de 200 mL foram retiradas quando transcorridos os tempos de 
indução de t0=0h (antes da indução com IPTG), t1=1h (1 hora depois da 
indução com IPTG), t2=2h e t3=3h, centrifugadas e o precipitado celular foi 
reservado para posterior análise em SDS-PAGE 15% (Laemmli, 1970) para 
avaliação da expressão da proteína. 
Ao final de 3 horas de indução, as células foram centrifugadas a 4.000 x 
g (Hitachi himac CR21-GIII, Japão) por 10 minutos, a 4°C e ressuspensas em 
tampão Tris/HCl 0,05 M, pH 8,5 contendo NaCl 0,15 M, e posteriormente 
congeladas a -80°C. As proteínas citoplasmáticas foram obtidas por lise 
mecânica utilizando-se ultrassom (12 pulsos, 40 mA, por 30 segundos cada) 
(Unique) em tampão Tris/HCl 0,05 M, pH 8,5 contendo NaCl 0,15 M e Triton 
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X114 0,5% (Sigma Aldrich, St. Louis, USA), sendo mantidas em banho de gelo 
com intervalos de 30 segundos entre os pulsos. Os extratos resultantes foram 
centrifugados a 4.000 x g (Hitachi himac CR21-GIII, Japão) por 15 minutos, a 
4ºC, o precipitado foi descartado e o sobrenadante congelado a -80ºC.  
 
3.2. Purificação do inibidor rBbKIm 
O sobrenadante resultante da lise das células foi precipitado com 
acetona (80% v/v) a 4ºC. O precipitado cetônico obtido por centrifugação 
(4.000 x g, 15 minutos) foi seco a temperatura ambiente, solubilizado em 
tampão Tris/HCl 10 mM pH 8,5, e então dialisado em tampão Tris/HCl 70 mM 
pH 8,5, e submetido as etapas de purificação descritas na Figura 4.  
 
3.2.1. Cromatografia de troca iônica  
A fração solúvel foi cromatografada em DEAE-Sepharose Fast Flow (GE 
Healthcare, New Jersey, USA), resina que apresenta os grupos dietilaminoetil 
carregados positivamente. A resina foi previamente equilibrada com tampão 
Tris/HCl 0,1 M pH 8,5 e o material que não possuía afinidade pelos grupos 
carregados da resina foram eluídos da coluna com o mesmo tampão de 
equilíbrio. O inibidor rBbKIm se ligou aos grupos carregados da resina, e 
posteriormente eluído com adição da NaCl (50 mM). As outras proteínas 
presentes na amostra e que possuíam afinidade pelos grupos carregados da 
resina, foram eluídos com gradientes isocráticos de NaCl (0,15; 0,3 e 1 M). Ao 
final do processo, a resina foi lavada com solução de isopropanol 30%, para 
completa regeneração da resina para posterior uso. A eluição das proteínas da 
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resina foi acompanhada por leituras em espectrofotômetro (Spectronic Genesis 
5) em 280 nm. 
3.2.2. Cromatografia de Exclusão Molecular 
Para uma melhor purificação do inibidor rBbKIm, a fração eluída com 
NaCl 50 mM da DEAE-Sepharose foi então dialisada contra o tampão Tris/HCl 
10 mM pH 8,5 para retirada do sal e concentrada por liofilização. A amostra 
protéica foi então ressuspensa com água Milli-Q e submetida à cromatografia 
de exclusão molecular, em resina Superose-12 (GE Healthcare, New Jersey, 
USA) usando o sistema Äkta (GE Healthcare, New Jersey, USA) de 
purificação. A resina foi equilibrada e eluída com tampão Tris/HCl pH 8,5 
contendo NaCl 0,15 M, a 22ºC. O fluxo utilizado foi de 0,5 mL/min, monitorado 
pela absorbância em 280 nm e frações de 1 mL foram coletadas. 
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Figura 4 - Esquema da purificação do inibidor rBbKIm. 
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3.3. Dosagens enzimáticas e determinação das constantes de 
inibição 
Os substratos cromogênicos que possuem o grupo r-nitroanilida 
podem ser detectados em A405, devido à r-nitroanilina ser liberada após a 
hidrólise enzimática (Erlanger et al., 1961). Os substratos derivados da r-
nitroanilida foram inicialmente diluídos em DMSO e diluições posteriores foram 
realizadas em tampão apropriado para cada ensaio. 
A constante de inibição foi determinada pelo valor da constante de 
dissociação do complexo enzima-inibidor (Ki). As determinações matemáticas 
foram realizadas seguindo-se o modelo de Morrison (1982), cuja equação final 
foi definida por Knight (1986) adaptado a um programa para gráficos de 
cinética enzimática em computador, sendo o valor calculado pelo programa 
GraFit© (versão 4.0). 
 
3.3.1. Determinação da concentração de rBbKIm 
O inibidor rBbKIm foi pré-incubado em diferentes concentrações a 37°C 
por 10 minutos, em tampão Tris/HCI 100 mM pH 8,0, contendo CaCl2 0,02% 
(v/v), e tripsina (37 nM). Ao pré-incubado foram acrescidos 25 mL do substrato 
Bz-Arg-pNan (10,0 mM), em volume final de 250 mL, prosseguindo-se a 
incubação por 30 minutos a 37°C, e interrompendo-se a reação com 25 mL de 
ácido acético 40%. A hidrólise do substrato pela enzima foi acompanhada 
através da leitura espectrofotométrica (405 nm) em leitor de Elisa 
(SpectraCount, Pakard). A concentração do inibidor foi calculada assumindo a 
estequiometria de reação de 1:1. 
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3.4. Dosagem de proteínas 
Durante os procedimentos cromatográficos, as concentrações dos 
inibidores foram também estimadas espectrofotometricamente em 280 nm. 
Para o rBbKIm, cuja a massa molecular é aproximadamente 18 kDa, a 
concentração foi baseada no coeficiente de extinção molar teórico calculado, 
pelo qual uma solução 1 mg/mL ~ 0,800 de A280. O coeficiente de extinção 
molar empregado foi determinado com o auxílio do programa Expasy. 
A concentração de proteínas totais também foi estimada através do 
método micro BCA (Pierce, IL, USA) segundo Smith et al., (1985), utilizando 
albumina bovina como solução padrão na faixa de 0 a 40 mg/mL. 
 
3.5. Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 
A análise eletroforética da proteína foi realizada segundo Laemmli, 
1970. Para as análises, a quantidade adequada de proteína foi ressuspensa 
em volume adequado de tampão de amostra 2x concentrado (Tris/HCl 0,12 M 
pH 6,8 contendo SDS 4% (p/v) e glicerol 20% (v/v) e azul de bromofenol). 
Todas as amostras foram aquecidas a 100°C por 4 min, e posteriormente 
aplicas no gel. 
As proteínas usadas como padrões de massa molecular foram: 
fosforilase B (103 kDa), albumina sérica bovina (80,7 kDa), ovoalbumina (49 
kDa), anidrase carbônica (36,5 kDa), inibidor de tripsina de soja (28,8 kDa), 
lisozima (19,4) (BioRad, Richmond, USA). A análise eletroforética foi realizada 
a temperatura ambiente, 100 V, em placas do sistema Mini-Gel (BioRad, 
Richmond, USA). 
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As proteínas presentes no gel foram reveladas com solução de 
Coomassie Brilhant Blue R 250 0,5% (p/v) em solução de metanol/água/ácido 
acético (50:40:10) (v/v), na qual o gel foi imerso por 30 minutos, a temperatura 
ambiente. O excesso de corante foi removido por lavagem em solução de 
etanol/água/ácido acético (25:70:5) (v/v) até o aparecimento das bandas de 
proteínas. Os géis foram mantidos em ácido acético 10%. 
 
3.6. Cultura Celular 
 
3.6.1. Condições de cultivo das linhagens celulares DU145, PC3, 
Fibroblasto e HUVEC 
A linhagem DU145 metastática para o cérebro foi isolado de um paciente 
de 69 anos caucasiano, apresenta pouca atividade de fosfatase ácida, e não 
expressa antígeno prostático específico (PSA) (Stone et al., 1978). Essa 
linhagem foi gentilmente cedida pela Profa. Dra. Heloísa Araújo, UFSCar, São 
Carlos, Brasil. 
A linhagem de células de adenocarcinoma de próstata PC3 metastática 
para medula óssea com grau IV foi retirada de paciente de 62 anos, 
caucasiano, exibe pouca enzima fosfatase ácida e baixa atividade de 5-alfa-
redutase (Kaighn et al., 1978; 1979). Essa linhagem foi gentilmente cedida pela 
Profa. Dra Barbara Mayer, Munique, Alemanha. 
A linhagem celular endotelial humana de cordão umbilical (HUVEC) foi 
gentilmente cedida pelo Dr. Júlio Scharfstein. As linhagens de câncer de 
próstata (PC3 e DU145) e a HUVEC foram mantidas em meio RPMI 1640 
(Gibco, Invitrogen, CA, USA) suplementadas com 10% de soro fetal bovino 
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(SFB) (Gibco, Invitrogen, CA, USA), penicilina 100 U/mL e estreptomicina 100 
µg/mL. A linhagem de fibroblasto humano extraído de líquido amniótico 
(gentilmente cedidas pela Dra. Helena Nader) foi mantida em meio DMEM 
(Gibco, Invitrogen, CA, USA) suplementada com 10% de SFB, penicilina 100 
U/mL e estreptomicina 100 µg/mL. Todas as linhagens celulares foram 
mantidas a 37ºC sob tensão de 5% de CO2.  
O subcultivo foi realizado semanalmente para a manutenção dos 
estoques celulares. Inicialmente o meio foi removido da placa de células 
confluentes e lavadas com tampão fosfato de sódio 10 mM contendo NaCl 140 
mM, KH2PO4 1,7 mM e KCl 2,7 mM, pH 7,4 (PBS 1X). Em seguida, as células 
foram incubadas com uma solução de tripsina-EDTA (Cultilab, Campinas, 
Brasil), 1 mL em cada placa de 60 x 10 mm. A seguir, as células foram 
ressuspensas em meio e transferidas (aproximadamente 1 x 10
5
 células) para 
uma nova placa contendo meio RPMI ou DMEM enriquecido com 10% SFB, 
previamente equilibrado a 37ºC. O meio foi substituído no dia seguinte ao 
subcultivo, e também a cada 3 dias. 
 
3.6.2. Avaliação da degradação do substrato HD-Pro-Phe-Arg-ρNa 
por proteínas do Meio Condicionado de DU145 e PC3 
As células DU145 e PC3 (6 x 105 células) foram semeadas em frascos 
de 25 cm2 (TPP, Trasadingen, Suíça) em meio RPMI acrescido de 10% de 
SFB. As células foram cultivadas até atingirem 70% de confluência, e então o 
meio foi alterado para α-MEM (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) sem adição de 
SFB por 12 horas. Após este tempo o meio foi novamente alterado (α-MEM 
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sem adição SFB), e incubado com as células por 24 e 48 horas. Ao término de 
cada incubação, o meio condicionado foi centrifugado (563 x g por 10 minutos) 
(Sorvall RC-5C Plus, Kendro, CA, USA) e concentrado por ultrafiltração em 
membrana de poro de exclusão de 14 kDa (Amicon, Millipore), sendo o meio 
concentrado lavado uma vez com tampão Tris/HCl 50 mM pH 8,0. O volume 
do meio condicionado foi concentrado dez vezes e as proteínas totais foram 
quantificadas pelo método do micro BCA (Pierce, IL, USA). 
A reação enzimática foi composta pelo tampão Tris/HCl 50 mM pH 8,0 
acrescido de 0,5 M de NaCl, 20 µL do meio condicionado (20 µg de proteína 
total), 0,5 mM do substrato HD-Pro-Phe-Arg-ρNa e 15,6 µM de rBbKIm, foram 
incubados em placas de Elisa em um volume final de 200 µL, a 37°C por 24 
horas. A absorbância foi detectada em A405 no espectrofotômetro Packard 
(modelo SpectraCount). 
A degradação do substrato HD-Pro-Phe-Arg-ρNa também foi avaliada 
no meio condicionado das células DU145 e PC3 previamente tratadas com 
rBbKIm. As células (1 x 106 células) foram semeadas em placas de 60 mm de 
diâmetro, por 24 horas em meio RPMI acrescido de 10% de SFB. 
Posteriormente, o meio foi alterado para RPMI sem suplementação de SFB 
por 12 horas e então foi adicionado 50 µM de rBbKIm, e as células foram 
incubadas por 48 horas em meio RPMI sem adição de SFB.  
Os inibidores, que estavam estocados em tampão Tris/HCl 50 mM 
acrescido de NaCl 0,15 M pH 8,5, foram dialisados contra tampão HEPES pH 
7,4 e posteriormente liofilizados e ressuspensos em meio RPMI sem adição de 
SFB, de modo que a concentração estoque do inibidor seja de 500 µM em 
tampão HEPES 7 mM, e esterilizados em filtro com poro de exclusão de 0,22 
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mm (Millipore). Essa concentração de HEPES não causa interferência nos 
experimentos celulares. 
Ao final do tratamento, o meio condicionado foi centrifugado (563 x g 
por 10 minutos) e concentrado por ultrafiltração em membrana de poro de 
exclusão de 14 kDa (Amicon, Millipore). O volume do meio condicionado foi 
concentrado quatro vezes e as proteínas totais foram quantificadas pelo 
método de micro BCA (Pierce, IL, USA). 
A reação enzimática foi composta pelo tampão Tris/HCl 50 mM pH 8,0 
acrescido de NaCl 0,5 M, 50 µg de proteínas totais presentes no meio 
condicionado e do substrato HD-Pro-Phe-Arg-ρNa 0,5 mM, foram incubados 
em placas de Elisa em um volume final de 200 µL, a 37°C por até 24 horas. A 
absorbância foi detectada em A405 no espectrofotômetro Packard (modelo 
SpectraCount). 
 
3.6.3. Ensaios de adesão celular 
Os ensaios de adesão celular foram realizados com as linhagens PC3 e 
DU145, através de modificações do método descrito por Solimene e 
colaboradores (2001). 
Placas com 96 poços estéreis não tratadas para cultura celular foram 
previamente adsorvidas com proteínas da matriz extracelular. Fibronectina 
(Millipore) e laminina (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) foram diluídas em PBS 
1X pH 7,4, estéril, na concentração de 4 mg/100 mL/poço. Colágenos I e IV 
(Sigma Aldrich, St. Louis, USA) foram diluídos em ácido acético 2%, estéril, na 
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concentração de 4 mg/100 mL/poço. As placas com as proteínas da matriz 
foram incubadas por 14 horas a 4°C. 
Em seguida, os poços das placas foram bloqueados com BSA 1% 
diluída em meio RPMI estéril sem SFB (100 mL/poço) por 1 hora a 37ºC. Após 
a incubação, o excesso de BSA foi descartado e as placas foram lavadas três 
vezes com PBS 1X pH 7,4. 
As células foram removidas da garrafa de cultivo utilizando solução de 
tripsina-EDTA (Cultilab, Campinas, Brasil), lavadas com PBS pH 7,4 estéril, 
centrifugadas e suspensas em meio RPMI sem SFB, em seguida as mesmas 
foram contadas em câmara de Neubauer. Utilizamos a concentração de 5 x 
104 células/50 mL/poço. 
As células e os inibidores diluídos em meio RPMI estéril (100 µL/poço) 
foram pré-incubados por 30 minutos a temperatura ambiente e, em seguida 
adicionados simultaneamente nas placas e incubados a 37ºC e 5% de CO2, 
pelo período de 4 horas. 
Ao final da incubação, as células não-aderidas foram removidas através 
de três lavagens com PBS 1X, pH 7,4. Em cada poço foi adicionado metanol 
100% por 5 minutos, para fixar as células aderidas. Posteriormente, as placas 
foram lavadas três vezes com PBS 1X, pH 7,4 e coradas com solução azul de 
toluidina 1% em bórax 1% por 5 minutos. Os poços foram lavados quatro 
vezes com PBS 1X, pH 7,4 e o pigmento retido pela célula foi liberado por 
uma solução de SDS 1%. A absorbância é detectada em A540 no 
espectrofotômetro Packard (modelo SpectraCount). 
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3.6.4. Ensaios de migração celular 
As células DU145, PC3 e HUVEC foram semeadas em placas de 24 
poços (2 x 105 células/poço) (TPP, Trasadingen, Suíça) até a completa 
confluência (100%). Com o auxílio de uma ponteira, as células foram raspadas 
da placa, o meio aspirado, e as células foram tratadas com rBbKIm em 
presença de 10% de SFB. 
O fechamento da fenda foi monitorado por 0, 15 e 23 horas (DU145 e 
PC3) e na linhagem HUVEC por 0 e 18 horas. Para cada tempo analisado, 
três medidas da distância de uma borda a outra da fenda foram feitas, 
obtendo-se a média entre delas. As médias das distâncias entre as bordas dos 
tempos de 15 e 23 horas (DU145 e PC3) foram subtraídos da média do tempo 
0, e ao final foram comparadas as médias de migração das células tratadas 
(50 e 100 µM de rBbKIm) com o controle (células que não receberam o 
tratamento). O mesmo cálculo foi utilizado para a migração da linhagem 
HUVEC (0 e 18 horas) (Rodriguez et al., 2005). 
 
3.6.5. Ensaios de viabilidade celular 
Para os ensaios de viabilidade celular, inicialmente as células foram 
removidas da garrafa de cultivo utilizando solução de tripsina-EDTA (Cultilab, 
Campinas, Brasil), lavadas com PBS 1X pH 7,4 estéril, centrifugadas e 
resuspensas em meio RPMI ou DMEM, pH 7,4 acrescido de 10% de SFB. Em 
seguida, as células foram contadas em câmara de Neubauer e semeadas em 
placas de 96 poços (TPP, Trasadingen, Suíça) na concentração de 5 x 103 
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células/100 mL/poço em meio RPMI ou DMEM com adição de 10% de SFB, 
por 24 horas para completa aderência à placa. 
O inibidor rBbKIm utilizado nos ensaios de viabilidade celular das 
linhagens DU145, PC3, fibroblasto e HUVEC, estava na concentração estoque 
de 500 µM em tampão HEPES 7mM pH 7,5 e meio RPMI ou DMEM sem 
adição de SFB. Os peptídeos YLEPVARGDGGLA-NH2 (RGD) e o 
IVYYPDRGETGL-NH2 (RGE) estavam em presença de ácido acético 0,01%. 
Em seguida, o inibidor ou peptídeos foram adicionados as placas de 96 
poços, em diferentes concentrações e incubados a 37ºC sob tensão de 5% de 
CO2 por um período de 24, 48 e 72 horas. Ao final de cada período de 
incubação foi adicionado 10 ml de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) (5 mg/mL) em cada poço, e as células incubadas 
por 2 horas a 37ºC. O ensaio de viabilidade celular utilizando o MTT baseia-se 
na redução dos sais amarelos de tetrazólio pela enzima succinato 
desidrogenase, que só estaria ativa em células metabolicamente ativas 
(viáveis) (Mosmann, 1983; Bernas & Dobrucki, 2002). 
Subsequentemente, o meio foi removido e adicionado 100 µL de DMSO 
(Sigma Aldrich, St. Louis, USA) para solubilização dos cristais de formazan e 
incubado por 20 minutos a 37ºC. Finalmente, a absorbância foi detectada em 
A540 no espectrofotômetro Packard (modelo SpectraCount). A porcentagem de 
inibição da viabilidade celular foi calculada em relação ao controle de cada 
tempo de incubação (24, 48 e 72 horas). 
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3.6.6. Detecção de apoptose com anexina V-FITC/PI analisadas por 
citometria de fluxo 
A anexina V marcada com fluoresceína é utilizada para identificação de 
células apoptóticas (Martin et al., 1995), a qual se liga aos fosfolipídeos da 
membrana carregados negativamente, sendo mais específica para a 
fosfatidilserina. 
As células PC3 e DU145 (1 x 105 células) foram semeadas em placas 
de 6 poços (TPP, Trasadingen, Suíça) por 24 horas para que houvesse a 
completa aderência. Em seguida, os poços foram lavados 3 vezes com meio 
RPMI sem SFB, com intervalos de incubação de 15 minutos a 37°C e 5% de 
CO2. As células foram incubadas por 24 horas em presença de meio RPMI 
sem suplementação de SFB para a sincronização do ciclo celular. Após este 
período, as células foram tratadas com 50 e 100 µM de rBbKIm, por 24 e 48 
horas, em presença de meio RPMI sem adição de SFB a 37°C e 5% de CO2. 
Ao final de cada tempo de incubação, as células foram removidas da 
placa utilizando solução de tripsina-EDTA (Cultilab, Campinas, Brasil), 
transferidas para tubos de citometria, e lavadas com 500 µL de tampão de 
ligação 1X (kit BD Pharmingen), centrifugadas e ressuspendidas em 50 µL do 
mesmo tampão, 3 µL de Anexina V-FITC e 5 µL de iodeto de propídio (PI). A 
mistura reacional foi incubada por 30 minutos no escuro, e em seguida 300 µL 
do mesmo tampão de ligação 1X foi adicionado em cada tubo, e analisados 
por citometria de fluxo (FACSCalibur, BD, San Diego, USA) (Andree et al., 
1990; Raynal & Pollard, 1994). 
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3.6.7. Ensaios de ciclo celular 
As células PC3 e DU145 (1 x 105 células) foram semeadas em placas 
de 6 poços (TPP, Trasadingen, Suíça) por 24 horas para que houvesse a 
completa aderência. Em seguida, os poços foram lavados 3 vezes com meio 
RPMI sem SFB, com intervalos de incubação de 15 minutos a 37°C e 5% de 
CO2. As células foram incubadas por 24 horas em presença de meio RPMI 
sem suplementação de SFB para a sincronização do ciclo celular. Após este 
período, as células foram tratadas com 50 e 100 µM de rBbKIm, por 24 e 48 
horas, em presença de meio RPMI sem adição de SFB a 37°C e 5% de CO2. 
Ao final de cada tempo de incubação, as células foram removidas da 
placa utilizando solução de tripsina-EDTA e transferidas para tubos de 
citometria. Foram adicionados 100 µL de paraformaldeído 2% em cada tubo e 
incubados por 30 minutos a temperatura ambiente, para fixação das células. 
Após este período, os tubos foram centrifugados e o sobrenadante 
descartado. Foram adicionados 100 µL de PBS 1X pH 7,4, contendo saponina 
0,01% e 10 µL de RNAse A 4mg/mL (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) em cada 
tubo, e em seguida incubados por 30 minutos a 37ºC. Ao final do período de 
incubação, 5 µL de iodeto de propídio 1 mg/mL e 200 µL de PBS 1X foram 
adicionados em cada tubo e analisados por citometria de fluxo (FACSCalibur, 
BD, San Diego, USA) (Juan & Darzynkiewicz, 1998). Os resultados foram 
analisados pelo programa ModFit LT 3.2. 
 
3.6.8. Ensaio de liberação de citocromo c 
As células DU145 e PC3 foram semeadas em lamínulas de 13 mm (5 x 
104 células/poço) dispostas em placas de 24 poços, e incubadas por 24 horas 
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a 37°C e 5% de CO2 para completa aderência. Após este período, as células 
foram incubadas em meio RPMI sem SFB por 24 horas. Em seguida, as 
células foram tratadas com 50 e 100 µM do inibidor rBbKIm em meio RPMI 
sem adição de SFB e incubado a 37°C e 5% de CO2  por 24 horas. 
Ao final do tratamento, as células foram lavadas com PBS 1X e as 
mitocôndrias marcadas com Mitotracker Deep Red 633 (diluído 1:500) 
(Molecular Probes) por 20 minutos no escuro. Em seguida, as células foram 
lavadas 3 vezes com PBS 1X e então fixadas com paraformaldeído 2% (v/v) 
em PBS 1X por 15 minutos. As células foram então novamente lavadas 3 
vezes com PBS 1X contendo glicina 0,01M, e posteriormente permeabilizadas 
com saponina 0,01% por 15 minutos. Após este período, as células foram 
lavadas 3 vezes com PBS 1X e então marcadas com o anticorpo primário de 
camundongo anti-citocromo c (diluído 1:400) (RD Systems) por 2 horas. 
Subseqüentemente as lamínulas foram lavadas 3 vezes com PBS 1X e as 
células marcadas com anticorpo secundário anti-IgG mouse Alexa 488 (diluído 
1:500) (Invitrogen, CA, USA) por 40 minutos. Em seguida, as células foram 
lavadas 3 vezes com PBS, e os núcleos marcados com o fluoróforo DAPI 
(diluído 1:3000) (Invitrogen, CA, USA) por 30 minutos. As lamínulas foram 
novamente lavadas 3 vezes com PBS 1X, e então fixadas às lâminas com 7 µL 
de fluoromount G (Electron Microscopy Sciences).  
A visualização e as medidas de fluorescência das lâminas foram 
realizadas em microscópio de varredura confocal a laser modelo Carl Zeiss 
LSM780, objetiva 63x utilizando óleo de imersão e abertura numérica de 1,43. 
O programa utilizado para a aquisição das imagens foi o Zen 2010. 
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3.6.9. Determinação da ativação de Caspase-3 por citometria de 
fluxo 
As células PC3 e DU145 (1 x 105 células) foram semeadas em placas 
de 6 poços (TPP, Trasadingen, Suíça) seguindo o mesmo protocolo do ensaio 
para a detecção de apoptose com anexina V-FITC/PI (item 3.6.7.). As células 
foram tratadas com 50 e 100 µM de rBbKIm em 48 horas de incubação em 
presença de meio RPMI sem suplementação de SFB a 37°C e 5% de CO2. 
Ao final de cada incubação as células foram removidas da placa 
utilizando uma solução tripsina-EDTA (Cultilab, Campinas, Brasil), transferidas 
para tubos de citometria, e fixadas com 100 µL de paraformaldeído 2% (v/v) 
por 30 minutos a temperatura ambiente. As células foram ressuspendidas em 
200 µL de glicina 0,01% em PBS 1X e incubadas por 15 minutos a 
temperatura ambiente. Os tubos foram centrifugados e o sobrenadante 
descartado. Então, as células foram ressuspensas em 200 µL de saponina 
0,01% em PBS 1X, e novamente incubadas por 15 minutos a temperatura 
ambiente. Os tubos foram centrifugados e o sobrenadante descartado. Por 
fim, as células foram incubadas com 10 µL do anticorpo anti-caspase 3 clivada 
conjugada com Alexa Fluor 488 (BD, San Diego, USA) por 40 minutos. Os 
resultados foram analisados por citometria de fluxo (FACSCalibur, BD, San 
Diego, USA) (Fujita & Tsuruo, 1998; Dai & Krantz, 1999). 
 
3.6.10. Determinação da ativação da caspase-9 
As células DU145 e PC3 (1 x 106 células) foram semeadas em placas 
de 100 mm de diâmetro (TPP, Trasadingen, Suíça), por 24 horas em meio 
RPMI acrescido de 10% de SFB. Posteriormente, o meio foi alterado para 
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RPMI sem adição de SFB por 12 horas e então foi adicionado 50 µM de 
rBbKIm, por 48 horas em meio RPMI sem adição de SFB. Ao final do 
tratamento, as células foram lavadas duas vezes com PBS gelado e raspadas 
da placa com o êmbolo de uma seringa de 1 mL, centrifugadas e o pellet 
congelado a -80ºC. 
Para lise das células foi utilizado o tampão HEPES 25 mM pH 7,4 
acrescido de chaps 0,1%, EDTA 1mM, MgCl2 2mM, DTT 2mM e coquetel de 
inibidores de proteases (Roche, Suíça) diluído 10 vezes. O pellet foi 
ressuspenso em 50 µL do tampão de lise, incubado em banho de gelo por 20 
minutos, e posteriormente congelado em gelo seco, descongelado em banho-
maria 37ºC e vortexado, sendo este ciclo repetido por dez vezes. Ao final, as 
células lisadas foram centrifugadas a 12.000 rpm por 10 minutos a 4ºC. O 
sobrenadante com as proteínas citoplasmáticas foi quantificado pelo método 
do micro BCA (Pierce, IL, USA). 
Quantidades iguais de proteína (30 µg) foram incubadas em tampão de 
ensaio [HEPES 25 mM pH 7,4, contendo sacarose 10%, chaps 0,1% e DTT 
1mM] com 20 µM do substrato Ac-Leu-Glu-His-Asp-AFC (caspase-9) 
(Calbiochem, Alemanha) a 37ºC e as leituras foram feitas a cada 15 minutos 
em fluorímetro (Spectra Max, Geminen EM), utilizando o λexc = 400 nm e λem = 
505 nm. 
 
3.6.11. Ensaio de angiogênese sobre Matrigel in vitro 
Para a avaliação da formação de estruturas angiogênicas utilizamos a 
linhagem endotelial humana de cordão umbilical (HUVEC). Os ensaios de 
angiogênese foram executados conforme descrito por Paschoalin et al. (2007). 
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O Matrigel™ (BD, San Diego, USA) gelado foi adicionado em placas de 96 
poços (15 µL/poço) e incubado a 37ºC por 1 hora para sua polimerização. 
Células HUVEC, suplementadas com 0,2% de SFB, foram semeadas sobre o 
matrigel na densidade de 5 x 103 células/poço, em presença e na ausência de 
50 e 100 µM inibidor rBbKIm a 37ºC e 5% de CO2. Após 24 horas, as 
estruturas em formatos tubulares formadas foram observadas em microscópio 
de luz, e fotografadas para posterior contagem. A amostra controle (que não 
recebeu tratamento) foi considerada 100%, e para cada amostra tratada 
calculou-se a diminuição da formação das estruturas tubulares em relação ao 
controle. 
 
3.7. Tratamento estatístico dos dados 
Os dados foram analisados como média ± desvio padrão e as 
diferenças estatísticas foram determinadas usando ANOVA e teste t 
(SigmaPlot 10.0). As diferenças estatísticas foram consideradas significantes 
quando ** p< 0,01 e *p<0,05. 
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Inibidores de tripsina isolados de plantas possuem efeitos 
anticancerígenos muito estudados na medicina (Kennedy, 1994; Birk, 2003; 
Goettig et al., 2010), podendo ser considerados como um agente universal 
contra o câncer devido a habilidade de afetar diferentes processos 
carcinogênicos (Kennedy, 1994). No presente estudo foi utilizado o inibidor 
quimérico, rBbKIm, cuja estrutura primária básica é a do inibidor de calicreína, 
BbKI, isolado das sementes de Bauhinia bauhinioides, com a inserção de 
seqüências que contêm os motivos conservados RGD (seqüência 
compreendendo a região 21-28) e DRGE (região 127-130) do inibidor isolado 
de Bauhinia rufa, cujas propriedades estão descritas na introdução deste 
trabalho (Oliva et al., 2008; Sumikawa et al., 2010). 
O modelo de câncer de próstata foi escolhido para a investigação do 
efeito de rBbKIm devido à importância da ativação disseminada, principalmente 
das calicreínas teciduais no desenvolvimento da doença (Clements et al., 2004; 
Pampalakis & Sotiropoulou, 2007). 
Devido à necessidade do emprego de grande quantidade do inibidor 
puro, esforços foram concentrados para a otimização do processo de 
purificação descrito por Malloy (2009) e Sumikawa e colaboradores (2010), 
objetivando melhoria no rendimento do processo. Uma das modificações em 
relação à metodologia estabelecida por Malloy (2009) foi a alteração do pH do 
tampão de equilíbrio da resina DEAE-Sepharose. O aumento de 0,5 unidade no 
pH do tampão Tris/HCl (pH 8,0 para 8,5) resultou em melhoria da ligação do 
inibidor rBbKIm à resina, e por consequência o rendimento do processo e a 
purificação do inibidor. 
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A inibição da tripsina foi utilizada para avaliar a atividade da proteína 
expressa, como modelo para enzimas de mesmo mecanismo de ação, 
denominadas enzimas do tipo tripsina, como é o caso da família das calicreínas 
(Dufton, 1990; Krem et al., 1999, Andrade et al., 2010). 
 
5.1. Efeito do rBbKIm sobre as linhagens DU145 e PC3 
A atividade inibitória do rBbKIm sobre diferentes proteases direcionou os 
estudos para a verificação da ação em modelos de câncer de próstata. Pelo 
fato de serem mais utilizadas na pesquisa do câncer de próstata e pela 
facilidade de obtenção, as linhagens DU145 e PC3 foram empregadas nesse 
estudo. Aalinkeel e colaboradores (2004) mostraram que as linhagens DU145 e 
PC3 são mais invasivas e consequentemente mais metastáticas do que a 
linhagem LNCaP, sendo esta última considerada andrógeno dependente por 
apresentar receptores funcionais de andrógenos.  
Serino proteases do tipo tripsina possuem afinidade por substratos com 
resíduos básicos na posição P1, como arginina ou lisina, referente à região 
enzimaticamente hidrolisada (Sichler et al., 2002). Por ser BbKI um inibidor de 
calicreína plasmática humana, tecidual humana (hK1) e de outras serino 
proteases (Oliva & Sampaio, 2008), a inibição da atividade do tipo tripsina 
produzidas pelas linhagens tumorais foi uma questão imediata a ser 
respondida. 
A inibição da atividade hidrolítica de proteases presentes no meio 
condicionado das células DU145 e PC3 quando tratadas pelo rBbKIm, foi 
avaliada com HD-Pro-Phe-Arg-ρNA, substrato específico para serino 
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proteases, principalmente calicreínas. Os resultados obtidos sugerem que o 
rBbKIm é eficaz para inibir esses tipos de enzimas produzidas por essas 
linhagens. Devido a baixa concentração das proteases com afinidade pelo 
substrato HD-Pro-Phe-Arg-ρNA nos meios condicionados das linhagens PC3 
(Whitbread et al., 2006; Gao et al., 2007) e DU145 (Williams et al., 2010) e não 
sendo o substrato empregado o mais sensível para esse tipo de dosagem, 
como é o caso dos aminometilcumarinicos, a reação enzimática foi 
acompanhada no período de 24 horas a 37ºC. 
Takayama e colaboradores (2001) testando a atividade amidásica das 
calicreínas 4 (rhK4) e 2 (rhK2) recombinantes, mostraram que rhK4 apresenta 
alta afinidade pelos substratos HD-Val-Leu-Arg-ρNA e HD-Pro-Phe-Arg-ρNA e 
não degrada o substrato S-2586 (3-carbometoxi-propionil-L-arginil-L-prolil-L-
tirosina-ρ-nitroanilida) específico para quimotripsina. Ainda, a rhK2 possui baixa 
afinidade pelo substrato HD-Pro-Phe-Arg-ρNA o que levou os autores a 
concluir que a hK4 apresenta especificidade similar às calicreínas glandulares 
do tipo tripsina. 
A calicreína tecidual 2 (hK2) é mais expressa em carcinomas do que em 
tecidos normais (Darson et al., 1997), e está envolvida na progressão do 
câncer e metástase, por ativar o ativador de plasminogênio do tipo uroquinase 
(uPA) (Takayama et al., 1997; Frenette et al., 1997), e inativar o inibidor 
fisiológico de uPA (PAI-1) (Mikolajczyk et al., 1999; Saedi et al., 2001), essa 
calicreína não é expressa nas linhagens DU145 e PC3, assim como PSA (hK3) 
(Kollara et al., 2003). Análises proteômicas do meio condicionado da PC3 
indicam a presença do peptídeo da calicreína 6, hK6, (~1,5 µg/L), porém 
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peptídeos de hK3 e hK5 não foram detectados por análises em LC-MS/MS 
(Sardana et al., 2008).  
Embora não tenha sido definido quais enzimas liberadas para o meio 
condicionado das linhagens DU145 e PC3 são inibidas pelo rBbKIm, e baseado 
nas informações da literatura, podemos sugerir que o rBbKIm, por inibir a 
hidrólise do substrato HD-Pro-Phe-Arg-ρNA esteja agindo sobre a atividade 
enzimática da calicreína tecidual 4 (hK4). Estudos com o inibidor de tripsina 
isolado de soja (SBTI) e o inibidor de tripsina pancreática bovina (BPTI) 
mostraram que ambos inibem as atividades enzimáticas de hk4, hK5 e hK14 
(Goettig et al., 2010). 
O efeito resultante da inibição de proteases secretadas por essas 
linhagens podem refletir nos eventos de sinalização celular desencadeados por 
proteólise, como é o caso da ativação dos receptores ativados por proteases 
(PARs). Como mencionado na introdução desse trabalho, a ativação dos PARs 
promove a proliferação, invasão, e liberação de fatores angiogênicos em 
células cancerígenas (Macfarlane et al., 2001; Ossovskaya & Bunnet, 2004). 
Estudos mostraram que a expressão de PAR1 é claramente aumentada no 
câncer de próstata avançado (Liu et al., 2003; Black et al., 2007; Kaushal et al., 
2006). Embora a expressão de PAR2 também esteja aumentada no tecido com 
câncer, em comparação com o tecido normal da próstata, PAR1 é um 
marcador prognóstico independente de recorrência do tumor (Black et al., 
2007). 
Mize e colaboradores (2008) estudaram os efeitos da ativação dos PARs 
em linhagens LNCaP, DU145 e PC3 quando tratadas com calicreínas 
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prostáticas, hK2 e hK4. Nas linhagens DU145 e PC3, foi demonstrado ocorrer 
ativação de PAR1 e PAR2 que leva ao estímulo da via de sinalização ERK1/2 e 
aumento da proliferação celular (Mize et al. 2008). Nesse estudo, os autores 
mostraram ainda que a hK4 ativa ambos os receptores, enquanto hK2 ativa 
especificamente o PAR2. E ainda, quando o inibidor de serino proteases 
aprotinina foi adicionado às células DU145 estimuladas com hK2 e hK4, 
ocorreu uma diminuição da expressão de ERK1/2 e da proliferação celular. 
Resultados preliminares mostraram a redução da fosforilação de ERK1/2 da 
linhagem DU145 quando tratada com 50 μM de rBbKIm por 6 horas (dados não 
apresentados), sugerindo que o rBbKIm possa estar inibindo a atividade 
enzimática de proteases extracelulares capazes de ativar o receptor PAR1 e/ou 
2, entretanto, experimentos complementares deverão ser desenvolvidos para 
confirmação dessa hipótese. 
Dentre os eventos bioquímicos decorrentes da ativação de PARs estão o 
aumento na proliferação, expressão de mediadores do câncer e migração 
celular (Liu et al., 2003; Shi et al., 2004; Yuan et al., 2004; Mize et al., 2008). As 
células interagem com o microambiente por meio de receptores localizados na 
superficie celular e de proteínas que medeiam a adesão à matriz extracelular 
(MEC). Potenciais eventos celulares que podem ser afetados por rBbKIm em 
decorrência da inativação de proteases e, consequentemente da inibição da 
ativação de PAR, principalmente o PAR1 e 2, incluem a adesão, a migração, o 
ciclo celular e a apoptose. 
As integrinas estão envolvidas em muitos processos biológicos incluindo 
migração celular, diferenciação, coagulação sanguínea, organização de 
tecidos, crescimento celular e apoptose (Demetriou et al., 2004). As atividades 
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dessas proteínas também regulam o potencial metastático e invasivo das 
células tumorais como é o caso da integrina αIIbβ3 presente na superfície das 
plaquetas, as quais ligam células tumorais (Dardik et al., 1997; Metcalf et al., 
2010). Tantivejkul e colaboradores (2004) demonstraram o envolvimento das 
integrinas na transdução de sinais que levam à metástase do câncer de 
próstata. As células DU145 e PC3 expressam altos níveis de integrinas α5β1 e 
αvβ3 que reconhecem a sequência RGD em proteínas mediadoras da adesão 
celular (Cooper et al., 2002). As células PC3 aderem, em ordem preferencial, 
ao colágeno, laminina, fibronectina e vitronectina (Loberg et al., 2007). Esses 
pesquisadores demonstraram que a ativação específica de PAR1 leva a 
diminuição da adesão da linhagem PC3 às proteínas de adesão colágeno I e IV 
e à laminina. Essas informações nos auxiliam entender o efeito significativo de 
rBbKIm, que mesmo apresentando em sua estrutura o domínio RGD, 
promoveu a adesão das células DU145 e PC3 ao colágeno IV e das células 
PC3 sobre laminina e colágeno I. Estes experimentos preliminares podem 
sugerir que esse efeito pode ser consequência direta da inibição das atividades 
enzimáticas das proteases extracelulares capazes de ativar o receptor PAR1. 
Não ocorreu alteração da adesão de DU145 e PC3 sobre a fibronectina, mas já 
se sabe que a adesão à fibronectina é pouco afetada pela ativação de PAR1, 
principalmente porque a subunidade α5 é expressa em baixa quantidade 
quando comparado com a dos receptores de colágeno e laminina (Loberg et 
al., 2007). Os resultados sugerem também que rBbKIm não se liga a integrina 
α2β1, ligante natural do colágeno I (Emsley et al., 2000). 
Os mecanismos que relacionam a diminuição da adesão celular com 
ativação dos receptores PAR1 não são claros, os pesquisadores sugerem que 
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a ativação do receptor modula a função e organização de integrinas, mas 
outros eventos celulares estão envolvidos (Loberg et al., 2007). A interferência 
do inibidor na ativação dos receptores pelas proteases pode ter modificado a 
exposição das integrinas impedindo o reconhecimento da sequência RGD 
presente no rBbKIm. A contribuição do reconhecimento dessas sequências no 
processo adesivo é célula específico (Ramos et al., 2008) e explica porque os 
peptídeos sintéticos correspondentes a região RGD (YLEPVARGDGGLA-NH2) 
que inibiram a adesão a glicoproteínas da matriz extracelular das células 
B16F10 (Nakahata et al., 2006) não afetaram a viabilidade das linhagens 
DU145 e PC3. A não contribuição dessas sequências confirma a importância 
das atividades de proteases específicas nessas linhagens tumorais, uma vez 
que o efeito na viabilidade é consequência da inibição de protease. Ainda, os 
resultados sugerem que toda a estrutura tridimensional da proteína é 
necessária, ou a parte que compreende o sitio reativo do inibidor e que está 
diretamente envolvida na associação com proteases, sendo necessário o 
desenvolvimento de estudos estruturais de rBbKIm. 
Outro evento implicado com a ativação do PAR1 na linhagem PC3 é a 
alteração da estrutura celular que induz aumento na habilidade migratória, 
importante no processo de invasão e metástase (Cohen et al., 2010; Chieng-
Yane et al., 2011). O rBbKIm inibe a migração da linhagem PC3, efeito esse 
dependente da concentração, entretanto esse efeito não é observado na 
linhagem DU145. A ação específica sobre a migração de PC3 pode estar 
relacionado com a propriedade de rBbKIm inibir as calicreínas teciduais. 
Veveris-Lowe e colaboradores (2005) observaram aumento na velocidade de 
migração das células PC3 transfectadas com vetor para superexpressão de 
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hK4 estabelecendo a participação dessa calicreína na migração celular. Gao e 
colaboradores (2010) mostraram em DU145 que as calicreínas teciduais 
promovem aumento na migração e invasão dessas células transfectadas via 
ativação de PAR1. O efeito distinto sobre as células pode ser entendido pelas 
diferenças das proteases envolvidas no mecanismo de migração celular.  
Chunthapong e colaboradores (2004) mostraram que na linhagem 
DU145 ocorre uma clivagem proteolítica da E-caderina por metaloproteases, 
como a pro-MMP-2, liberando um fragmento extracelular de 80 kDa, o qual 
promove o aumento da migração e invasão dessas células. Poderíamos supor 
que o rBbKIm pudesse agir sobre as metaloproteases inibindo sua ação à 
semelhança do EcTI (Enterolobium contortisiliquum trypsin inhibitor) que inibe a 
ativação de proMMP-2 e -9 em células de fibrossarcoma HT1080. Essa ação 
não é demonstrada para os inibidores BbCI, BbKI e nem para a aprotinina 
(Nakahata et al., 2011). Devido a grande similaridade entre os inibidores BbKI e 
rBbKIm, provavelmente rBbKIm não iniba a ativação de metaloproteases de 
matriz presentes no meio condicionado das células DU145 e PC3, e por 
conseguinte não altere o perfil de migração e invasão (dados não mostrados) 
dessas células através de proteínas da matriz extracelular. 
Outro aspecto importante que precisa ser analisado é a similaridade 
entre rBbKIm e o domínio 4 do cininogênio de alta massa molecular (HK), na 
região em que se encontra a bradicinina (BK). Na verdade, essa similaridade 
é da estrutura do inibidor BbKI (Figura 28). Estudos do grupo mostraram que 
BbKI, além da função inibitória, é capaz de se ligar ao receptor B2 e ativar 
vias de sinalização que mobilizam cálcio. Os estudos de Andrade (2008) 
mostraram que a mobilização é transiente e também envolve o cálcio 
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mitocondrial. Nesse aspecto, podemos sugerir que rBbKIm ou seus 
fragmentos (sitio reativo, que é o mesmo do BbKI) ao ligar ao receptor B2 
pode aumentar o influxo de Ca2+, ativando os mecanismos que levam à morte 
celular. Por ser uma via mais lenta, foi possível determinar o efeito do inibidor 
na migração celular, nas linhagens DU145 e PC3. 
 
 
Figura 28 – Similaridade do BbKI com a região do cininogênio de alta 
massa molecular (HK) que contém a bradicinina (BK) (Oliva et al., 2001; 
Andrade, 2008). 
 
 
Outras calicreínas teciduais estão também envolvidas no processo de 
invasão celular por contribuírem na degradação da matriz extracelular (Wolf et 
al., 2001). Mo e colaboradores (2010) sugerem que a hK7, uma serino protease 
do tipo quimotripsina, promove a invasão da DU145 em matrigel, quando a 
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linhagem foi transfectada com o vetor que codifica para hK7. Como 
mencionado anteriormente, a ação de rBbKIm sobre quimotripsinas presentes 
no meio condicionado não foi avaliada, entretanto, sabe-se que rBbKIm inibe 
quimotripsina (Brito, 2005; Malloy, 2009). 
Os resultados da inibição enzimática implicaram na investigação do 
efeito de rBbKIm sobre a viabilidade das células DU145 e PC3, expresso nesse 
estudo, pela interferência da enzima succinato desidrogenase (Bernas & 
Dobrucki, 2002) e portanto, pela diminuição do metabolismo celular. O rBbKIm 
utilizado em duas concentrações distintas (50 e 100 µM, 24–72 horas de 
tratamento) promove significativa inibição da viabilidade celular da linhagem 
DU145 sendo possível estimar o valor do IC50=87 µM (48 horas de ensaio). A 
determinação do IC50 foi importante para definir as concentrações a serem 
empregadas nos experimentos posteriores, com as duas linhagens, para 
avaliação comparativa do efeito do tratamento com rBbKIm. Dessa forma, a 
ação inibitória da viabilidade celular das linhagens DU145 e PC3 por rBbKIm 
pode ser atribuída, em parte, a sua ação inibitória sobre proteases. 
Como rBbKIm é capaz de inibir a viabilidade dessas duas linhagens 
tumorais, pode-se supor que essa macromolécula forneça sinais que interferem 
na sobrevivência. Um dos eventos sugeridos é a indução de apoptose, pois 
PAR1 modula o processo apoptótico (Flynn & Buret, 2004). rBbKIm induziu a 
apoptose na ausência de SFB em ambas linhagens, embora as vias de ação 
pareçam ser diferentes. 
Na linhagem DU145 a indução da apoptose não está relacionada à 
parada do ciclo celular. Estudos mostraram que a linhagem DU145 apresenta 
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uma mutação no gene supressor do tumor RB (Bookstein et al., 1990), devido à 
uma mutação pontual no éxon 21 (MacGrogan & Bookstein, 1997) que codifica 
uma forma truncada da proteína Rb, promovendo resistência à parada do ciclo 
celular (Noonan et al., 2010). A ativação da apoptose nessas células sugerem 
a ativação da caspase efetora, a caspase-3, mas não conseguimos detectar a 
ativação de caspase-9, embora a via ativada tenha sido a via mitocontrial pois 
ocorreu liberação de citocromo c. Não devemos deixar de considerar que o 
tempo de tratamento possa ter sido relativamente longo para se avaliar a 
atividade da caspase-9 nessa linhagem. 
A linhagem PC3 quando tratada com rBbKIm na ausência de SFB 
promoveu indução da apoptose. Como relatado por Tognon e colaboradores 
(2004), em células de câncer de ovário Igrov-1 tratadas com o produto natural 
marinho (ET-743), constataram que quando as células estavam em presença 
de 2,5 e 10% de SFB, ocorreu a redução da citotoxicidade provocada por ET-
743 com o aumento da concentração de SFB, e concluíram que alguma 
proteína presente no SFB interagia com a droga em estudo, inativando a sua 
absorção pelas células. Além disso, estudos com a linhagem PC3 mostraram 
que elas sobrevivem por mais de duas semanas em meio livre de SFB, ao 
contrário da DU145 que perde a viabilidade em um período de tempo inferior 
na ausência de SFB, provavelmente devido a essa linhagem secretar maior 
variedade ou quantidade de proteases no meio quando comparada a PC3 
(Kumar et al., 1996). 
O tratamento da linhagem PC3 com rBbKIm, sugere a indução da 
apoptose via mitocondrial, ocorrendo liberação de citocromo c e nesse caso, foi 
possível observar a ativação da caspase-9, mas não ocorre ativação da 
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caspase-3. Este resultado foi semelhante ao obtido por Álvarez e 
colaboradores (2011) que mostraram que o tratamento das células de 
neuroblastoma com TNF-α, induz a liberação de citocromo c, ativação de 
caspase-9 e a não ativação de caspase-3, sugerindo que outras caspases 
podem ser diretamente ativadas pela caspase-9. Logo, a ativação das 
caspases-6 e -7 no processo necessita ser avaliado. 
A morte celular da linhagem PC3 quando tratada com rBbKIm (100 µM) 
por 48 horas pode estar relacionada com a parada do ciclo celular nas fases 
G0/G1 e G2/M. Resultado similar ao demonstrado por Agarwal e colaboradores 
(1995) com fibroblastos humanos TR9-7 tratados com tetraciclina onde ocorreu 
diminuição do número de células na fase S, acompanhado de um aumento no 
número das células nas fases G0/G1 e G2/M após 48-72 horas de tratamento. 
De acordo com Agarwal e colaboradores (1998), a proteína supressora de 
tumor p53 pode promover tanto a parada do ciclo celular em G0/G1 quanto em 
G2/M, em resposta ao DNA danificado causado por radiação UV ou radiação γ 
e por drogas quimioterápicas. Agentes citostáticos como ácidos graxos de 
cadeia curta e ácido retinóides promovem a parada do ciclo celular em G0/G1 
ou G1/S (Verheul et al., 2007). As linhagens DU145 e PC3 apresentam 
mutações no oncogene de p53 (Carroll et al., 1993), levando a um aumento da 
proliferação celular, tumorigenicidade e resistência a drogas (Zhu et al., 2010). 
Tumores que apresentam mutação em p53 respondem fracamente à rádio e 
quimioterapia (Ljungman, 2010). Entretanto, quando ocorre o silenciamento do 
gene mutado de p53 na linhagem DU145 por RNAi há a inibição do 
crescimento celular acompanhada da alteração do ciclo, com parada em G0/G1 
e G2/M e um significante decréscimo da fase S, levando a célula à apoptose 
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(Zhu et al., 2010). A avaliação do rBbKIm sobre a expressão de p53 deve ser 
investigada. 
Na literatura existem poucos relatos da ação de inibidores do tipo Kunitz 
isolados de plantas na morte celular, ao contrário de inibidores da família 
Bowman-Birk (Troncoso et al., 2007; Oliva et al., 2011). Joanitti e 
colaboradores (2010) isolaram um inibidor de tripsina e quimotripsina do tipo 
Bowman-Birk de sementes de Vigna unguiculata, sendo denominado de BTCI e 
analisaram sua ação em linhagem de câncer de mama MCF-7. O tratamento 
com BTCI (200 µM) causa a parada do ciclo celular nas fases S e G2/M. Outro 
inibidor de tripsina do tipo Kunitz isolado de Bauhinia variegata var. variegata 
(BvvTI) na concentração de 100 µM induziu a apoptose em células de 
carcinoma nasofaríngeo (CNE-1) após 48 horas de tratamento (Fang et al., 
2010). Troncoso e colaboradores (2003) mostraram que o inibidor de tripsina 
com propriedades de lectina purificado de sementes de Peltophorum dubium 
(PDTI) promove um decréscimo na viabilidade das células de linfoma de rato 
Nb2, fragmentação do DNA e ativação de caspase-3. Em um estudo posterior, 
os autores comparam a ação do inibidor PDTI e do inibidor de tripsina de soja 
(SBTI) e mostram que ambos levaram as células humanas de leucemia Jukart 
à apoptose sem alteração no ciclo celular, ativando caspases-3 e -8, sem 
ativação da caspase-9 e consequentemente não induzindo a liberação de 
citocromo c (Troncoso et al., 2007). 
Embora o tratamento com rBbKIm em ambas as linhagens DU145 e 
PC3, nas condições empregadas, não permitiu diferenças entre a população de 
células em sub-G1, o qual representa os eventos apoptóticos, a análise por 
Anexina V-FITC/PI mostra um aumento significativo da população de células no 
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quadrante correspondente a Anexina V-FITC positiva/PI negativo (apoptose). E 
somando-se a liberação de citocromo c e ativação das caspases-9 e -3, os 
quais caracterizam eventos apoptóticos, podemos sugerir que rBbKIm esteja 
promovendo a morte celular por apoptose em ambas as linhagens DU145 e 
PC3. Resultados semelhantes também foram descritos por Joanitti e 
colaboradores (2010) e Zhu e colaboradores (2010). 
 
5.2. Efeito do rBbKIm sobre as linhagens de Fibroblastos 
humanos e endotelial humana HUVEC 
Drogas citotóxicas geralmente não diferenciam tecidos normais de 
tecidos metastáticos, e como as células normais continuamente proliferam em 
tecidos adultos, essas drogas acabam causando danos a esses tecidos e 
toxicidade aos pacientes (Katayama & Sen, 2010), incluindo células da medula 
óssea e do sistema imune em geral, tornando o paciente gravemente 
imunocomprometido e suscetível à invasão de patógenos potencialmente fatais 
(Wagstaff & Jans, 2009). Por isso, é importante desenvolver novas drogas que 
têm como alvo proteínas que são diferentemente expressas no câncer 
comparadas com células normais de tecidos adultos (Katayama & Sen, 2010). 
Essa foi a razão pelo qual a ação do rBbKIm sobre a viabilidade de fibroblastos 
humanos de líquido amniótico foi analisada, e o fato dele inibir a viabilidade 
dessas células de maneira inferior às linhagens DU145 e PC3, indicando a sua 
seletividade em relação a células tumorais e normais. Estudos com o inibidor 
de cisteíno protease também isolado de Bauhinia bauhinioides (BbCI) e que 
apresenta cerca de 80% de identidade com o rBBKIm, mostrou a inibição da 
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viabilidade celular da HUVEC (Bilgin et al., 2010). Essa ação indica que 
características distintas entre as estruturas são responsáveis pela 
especificidade de ação nos processos celulares. 
A angiogênese ocorre quando o tumor está grande em tamanho e 
necessita da difusão de nutrientes e oxigênio (Carmeliet & Jain, 2000; Veiseh 
et al., 2011). Durante a migração das células endoteliais para a formação dos 
vasos para o local onde está se desenvolvendo o tumor, as integrinas αvβ3, 
αvβ5, α5β1, α6β4, α4β1 e αvβ6 são necessárias para sua a motilidade 
(Desgrossellier & Cheresh, 2010; Veiseh et al., 2011). Inibidores de integrinas 
podem ser utilizados como drogas anti-câncer, funcionando como inibidores da 
invasão de células cancerígenas e da metástase, e também da invasão de 
células endoteliais (Veiseh et al., 2011). A integrina αIIbβ3 expressa 
principalmente em células endoteliais reconhece a sequência RGD presente no 
fibrinogênio e promove a agregação plaquetária (Wagner & Wyss, 1994). A 
ação anti-angiogênica de compostos contendo a sequência RGD ou derivados 
dessa sequência adesiva, têm sido avaliada (Ramos et al., 2008; Swenson et 
al., 2007), sendo que vários desses antagonistas são capazes de induzir a 
apoptose das células endoteliais (Cominetti et al., 2009). A presença do 
tripeptídeo RGD na estrutura de rBbKIm é, provavelmente, responsável pela 
eficácia da inibição da viabilidade e migração das células endoteliais HUVEC. 
Além disso, o inibidor diminuiu a formação de estruturas angiogênicas em 
presença de matrigel, o que sugere sua capacidade de interferir na metástase 
tumoral. A seqüência dos resíduos adjacentes ao motivo RGD tem se mostrado 
importante, contribuindo para a afinidade e especificidade de ligação. A ação 
dos peptídeos sintéticos derivados de rBbKIm deverá ser avaliada, bem como 
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modificações de sua estrutura linear, uma vez que foi demonstrada a ação de 
peptídeos contendo a seqüência RGD, como antagonistas seletivos para por 
ex., a integrina αvβ3 e αIIbβ3, importantes na inibição do processo da 
angiogênico (Haubner et al., 1997; Silva et al., 2007; Pakkala et al., 2007; 
Ramos et al., 2008). 
Em conclusão, a especificidade do inibidor rBbKIm em relação a 
diferentes linhagens celulares, mostra que diferentes enzimas proteolíticas 
estão envolvidas na viabilidade, adesão, migração, invasão, morte e 
angiogênese de células tumorais e endoteliais, e o estudo de proteínas e/ou 
peptídeos que agem inibindo a atividade dessas enzimas podem ajudar a 
esclarecer o papel das proteases nos diferentes tipos de câncer. 
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O presente estudo mostrou a ação do inibidor recombinante de Bauhinia 
bauhinioides modificado (rBbKIm) sobre duas linhagens de câncer de próstata, 
DU145 e PC3 em que a atividade enzimática tem importância estabelecida, 
principalmente as calicreínas . A Tabela 3 sumariza a ação dos inibidores e 
peptídeos relacionados à estrutura primária nos diferentes tipos celulares 
investigados. 
Tabela 3- Indicadores da ação dos Inibidores de origem vegetal e de peptídeos 
derivados da sequência primária nas linhagens DU145, PC3, 
Fibroblasto e HUVEC. 
 DU145 PC3 Fibroblasto HUVEC 
Efeito sobre a 
atividade 
hidrolítica do 
meio 
condicionado 
Inibe a hidrólise    
HD-Pro-Phe-Arg-
ρNa 
Inibe a hidrólise    
HD-Pro-Phe-Arg-
ρNa 
ND  ND 
Viabilidade 
celular 
Inibe Inibe Não inibe Inibe 
Adesão Promove adesão  Promove adesão ND ND 
Migração Não inibe Inibe ND Inibe 
Morte celular 
Indução de 
apoptose 
Indução de 
apoptose 
ND ND 
Ciclo celular Não houve 
alteração 
Parada do ciclo 
celular em 
G0/G1 e G2/M 
ND ND 
Citocromo c Liberação Liberação ND ND 
Ativação de 
caspase 9 Não ativação Ativação ND ND 
Ativação de 
caspase 3 Ativação Não ativação ND ND 
Angiogênese - - - Inibe 
Peptídeos RGD 
e RGE na 
viabilidade 
Não inibe Não inibe ND ND 
ND-Não determinado 
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Perspectivas de estudos 
O efeito desse inibidor sobre a atividade enzimática liberada por essas 
células deixa como perspectiva futura o estudo do mecanismo de inibição 
dessa proteína sobre as principais calicreínas teciduais expressas no câncer de 
próstata, como a hK2, hK3, hK4, hK7 e hK14. A avaliação da degradação de 
DNA nas linhagens DU145 e PC3 tratadas com rBbKIm, e o estudo da 
expressão de proteínas envolvidas na regulação do ciclo celular, p21 e p27, na 
linhagem PC3 também serão objetos de pesquisas futuras. Devido ao efeito 
citotóxico do rBbKIm sobre DU145 e PC3, estudos in vivo deverão ser 
desenvolvidos para investigar a sua ação nos modelos de metástase tumoral, 
bem como em modelos de angiogênese in vivo. 
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